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RESUMEN
Stomoxys calcitranss una de las plagas de mayor cuidado en explaoegganaderas
y agricolas, es necesario buscar una alternatiokbditamente amigable para su
control. Esta investigacion tuvo como objetivo @ohuna metodologia para el
aislamiento e identificacion bioquimica y microsicdpde bacterias representativas
del género Bacillus con potencial insecticida c®tomoxys calcitransnuestreada

en 3 fincas de la zona de San Carlos, Alajuela.

Se aislaron colonias azules con halo de precipitaen agar selectivo PEMBA y
microscopicamente se observaron bacilos Gram pesition endosporas, se logro la
identificacion con el sistema APl 50 CHB de lasazpisladas. La metodologia
usada fue efectiva para el aislamiento e identiicadeB. cereusa partir de larvas de

S. calcitrans

Palabras clave Agar PEMBA, Bacillus, endosporas, Gram positivsiB| 50 CHB.

ABSTRACT
Stomoxys calcitranss one of the major pest that affects the livdstoare and
agriculture, it's necessary to find an alternati@ogically friendly for its control.
This research aimed to test a methodology forgbkiion, biochemical identification
and microscopical of representative bacterias efBhacillus gender with insecticide
potential againsEtomoxys calcitransampled on 3 farms in the area of San Carlos,

Alajuela.

The blue colonies were isolated with a precipitatialo in a selective agar PEMBA

and microscopically some Gram positive bacilli withdospores were observed, the
identification of the isolates with the APl 50 CH&/stem was achieved. The

methodology used was effective for the isolatiod @entification ofB. cereusrom

larvae ofS. calcitrans.

Keywords: Agar PEMBA, Bacillus, endospores, Gram positive] A0 CHB.
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1. INTRODUCCION

Stomoxys calcitran®s una de las moscas plaga de mayor cuidado dotaoipnes
ganaderas y agricolas, dado que son capaces damioat la produccion y transmitir
diversidad de patdgenos a los animales (Salasrgiba2008). Esta ha cobrado relevancia

en el area agropecuaria desde los afios 1988-198) 2806).

S. calcitranses un insecto parasito hematéfago, ampliamentebdislo, que produce una
alta cifra de larvas en cultivos y en residuos eas pecuarias (Gomesal, 2008).

Actualmente, se invierten grandes sumas de dinerg@rte del sector agropecuario, en
medidas culturales de manejo sanitario y uso deciitgdas sintéticos para el control de
esta mosca, los cuales brindan resultados posit#éts de corto plazo, con lo que se
aumenta el riesgo de aparicion de razas resist¢@reg et al, 2000; Salas y Larrain,

2008; Hiroiuki y Arantes, 2010). Es por esta razjue surge la necesidad de buscar

nuevas alternativas de control que sean efectiaasigables con el ambiente.

Una de estas alternativas, es el aprovechamiertoadeacteristica que tienen los insectos,
de que normalmente contienen un gran nimero derEg;tque en ocasiones son capaces
de ocasionar enfermedades especialmente en laBasefa, 2009), y de este modo

alcanzar una nueva opcion con miras a lograr dfalogfectivo de la mosca del establo.

Por esta razon, esta investigacion tiene como iebjeprobar una metodologia para el
aislamiento e identificacion bioquimica y microsicdpde bacterias representativas del
género Bacillus con potencial insecticida corfit@moxys calcitransmuestreada en 3

fincas de la zona de San Carlos, Alajuela.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Antecedentes d&tomoxys calcitrans

En explotaciones ganaderas y agricolas, las mossasplagas de gran importancia

econdmica, dado que contaminan los productos grirden una variedad de patdgenos a
los animales (Salas y Larrain, 2008). Una de esteas que ha cobrado relevancia en el
area agropecuaria, es la mosca del esta®om(oxys calcitrans la cual produce gran

cantidad de larvas en campos de cultivo y en desetd ncas pecuarias (SFE, 2006).

Los ataques a animales domésticos por moscas amagade sangre, se reportan desde
1988 en la Region Brunca, 1990 en la Huetar Nodt®96 en la Zona Atlantica de Costa
Rica (SFE, 2006).

Segun el Servicio Fitosanitario del Estado (SFEfa @roliferacion de moscas, entre ellas
la del establo, se debe principalmente al mangdeaouado de los residuos provenientes
de cultivos como banano y pifia (SFE, 2006), deb&dogue en el proceso de
descomposicion de la materia organica intervienam serie de organismos que se ven
favorecidos. Estos utilizan este medio para cotaplsu ciclo biologico; entre ellos
destacan especies de Dipteros, sobresaliendo leande$ establo, donde su presencia se
ha podido comprobar gracias a estudios de campabgrdtorio (SFE, 2006; SFE y
SENASA, s.f).

2.2 Biologia del insecto

Clasificacion taxonomica
Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Clase: Hexapoda
Orden: Diptera

Familia: Muscidae
Género: Stomoxys

Especie: calcitrans (SFE y SENASA, s.f).



La mosca del establo es un insecto hematofagosifmexterno, endémico del trépico
hamedo y ampliamente distribuido (Cretzal, 2000; Roja%t al, 2003; SFE, 2006).

Su tamafio ronda los 6 mm de longitud y su téraxdescolor gris con cuatro rayas
longitudinales oscuras. Posee aproximadamentéselortamarno que la mosca domeéstica,
pero se puede distinguir facilmente por sus pibzasles utilizadas para perforar la piel y
beber la sangre. Desde la parte inferior de sezzabe extiende su aparato bucal, y para
absorber la sangre de animales presenta probasg&sly rigidas, con las cuales ataca las
partes inferiores de las patas y, en poblaciortes,afecta todo el animal (Rojasal,
2003; Masmeatathiet al, 2006; SFE, 2006).

Este insecto pasa por las etapas de huevo, lanpa p adulto (Rojagt al, 2003); la
hembra realiza de cuatro a cinco ovoposicionedado de su vida, cada una en promedio
de 80 a 100 huevos de forma alargada. Para maslusdiuevos (lo cual sucede en tres

dias) busca alimentarse por lo menos 3 veces #Rdjaset al, 2003; SFE, 2006).

La etapa larval consta del primer, segundo y tegstadio, que se desarrollan en materia
organica vegetal en descomposicion, humeda y feadandonde después de 11 a 22 dias
empiezan a pupar. Las larvas 8e calcitransson muy similares a las larvas bk
domesticapero pueden ser identificadas a través de |ldgiesps respiratorios, que en la
mosca de los establos son pequefios y distantessgnformando una S, mientras que en
M. domesticaestos asemejan una M (SFE, 2006).

De 6 a 10 dias luego de permanecer en estado @ gungen los adultos, los cuales, al
contrario de los estados inmaduros, se desarrallpartir de su alimentacién con sangre.
El periodo que transcurre entre huevo y adulto m#ipado de la temperatura y la
humedad es de 15 a 30 dias, alcanzando una loage&icededor de los cien dias (SFE,
2006; Salas y Larrain, 2008).

2.3 Efectos negativos de la mosca del establo

S. calcitrans,es una mosca que ataca a varias especies, enwedase destacan vacas,
cabras, ovejas, caballos, perros e incluso el herttbiroiuki y Arantes, 2010). Afecta de
manera importante al ganado lechero, alimentdndesk sangre, pero no convive con
ellos, si no que se retira a lugares sombread@sprésencia de altas infestaciones causa

efectos adversos en sus victimas como aislamiergmgntonamiento, rabeo constante,



alteracion de su sistema nervioso, mostrando atpadi, rompimiento de cercas de
alambre, no permiten el ordefio, alimentacion imuila, pierden peso y por lo tanto la

produccion de carne y leche se ve reducida (Rajak, 2003).

La mosca del establo no sélo afecta por las maksgjue causa su picadura, sino que
también, es un vector significativo de agentes fermedades infecciosas (Crat al,
2000; Masmeatathipt al, 2006). Se distingue por su capacidad de trairspaitogenos
como virus, hongos, protozoos, helmintos y baceri&studios mencionan que se han
logrado aislar alrededor de 47 0 mas especiesiimtas a partir de esta mosca, siendo de

estas, las mas destacadas las enterobacterias $6bahe2008).

De estas especies la mayoria se encuentran enbedrde) siendo posible que tanto los
estados inmaduros como el adultoSiecalcitransse contaminen en su interaccion con el

entorno (Gomest al, 2008).

2.4 Medidas de control deS. calcitrans

El sector agropecuario basa el control de moscas, en su totalidad, en medidas

culturales de manejo sanitario y el uso de inseetic sintéticos que actuan sobre los
estados adultos, los cuales brindan resultadosiymsssolo de corto plazo, con lo que se

aumenta el riesgo de aparicion de razas resistgrgesnvierte anualmente grandes sumas
de dinero para su control (Cret al, 2000; Salas y Larrain, 2008; Hiroiuki y Arantes,

2010).

La ineficiencia de estas medidas se debe aSjuealcitransposee un comportamiento
biologico diversificado, que le permite utilizarties alternativos de reproduccion,
movimientos de migracion y uso de multiples hospesiepor lo que estas estrategias de
control se pueden complicar y ser poco efectivdss asi que para el desarrollo e
implementacion de métodos de control se requiemgpoender muy bien los aspectos que
conforman su ciclo de vida, tanto a nivel de los@ss inmaduros como de los adultos
(Cruzet al, 2000; Hiroiuki y Arantes, 2010).

Debido a este comportamiento tan variado, la apbcade insecticidas biologicos o
productos quimicos en lugares donde los estadoadnras de esta mosca se desarrollan,
pueden dar mejores resultados en su control (Roeked al, 2010).



2.5 Control biolégico deS. calcitrans

El control bioldgico es la represién de las plagasliiante sus enemigos naturales, es decir,
mediante la accion de predadores, parasitos y @abd8g Estos Ultimos son
microorganismaos: virus, bacterias, protozoos y bsnque causan enfermedades entre las

plagas (Carrera, 2009).

Para el control biolégico de la mosca del establw,consideran con potencial los

parasitoides pupales de la familia Pteromalidaen{éhoptera), aunque las frecuentes
fallas para su control, muestran que se debe teneonocimiento mas profundo, no solo
de la biologia de la mosca, sino también de laogial de las diferentes especies de
parasitoides, previo a su seleccion y uso en pnaggade control biolégico (Skovgard y

Steenberg, 2005).

Por otro lado, por su capacidad de infectar lascagle forma natural, los hongos
entomopatdégenos se muestran como otra alternatiamtrol. Hongos comBeauveria
bassianay Metarhizium anisopliadhan mostrado cierta eficacia para el control deca®
cuando se incorporan en el medio en que se dedeemuls estadios inmaduros, sin
embargo con muy bajos porcentajes de infeccion@ y Steenberg, 2005; Rodrigues
et al, 2010).

Normalmente los insectos contienen un gran numerbadterias, la mayoria saprofitas y
algunas simbidticas. En ocasiones se presentdaridacpatogenas que son capaces de
ocasionar enfermedades especialmente en larvae(&,a2009). Desde el punto de vista
comercial, las bacterias entomopatdégenas mas iarges pertenecen al género Bacillus
(Paucar, 2011).

2.6 Género Bacillus

Bacillus es uno de los principales géneros bactesidormadores de endosporas (Setsa
al., 2004). Las especies pertenecientes a esteogésigin ampliamente distribuidas en la
naturaleza y se encuentran en suelo, agua y con® ¢ la flora intestinal normal de

algunos mamiferos, incluyendo al hombre (Marqué@,/2

Las endosporas son una estructura especializadéernds a los efectos letales del calor,
sequedad, congelacion, radiacion y quimicos toxid@er lo tanto, la formacién de esta



estructura estd dada por las condiciones del melique se encuentran estas bacterias
(Marquéz, 2007).

Entre las caracteristicas mas relevantes que peestrgénero Bacillus estan: forma
bacilar, movilidad flagelar, pueden alcanzar meslida 0,5-2,5 a 1,2-10m, son aerobias
estrictas o facultativas, saprofitas, Gram posstiveatalasa positiva y ademas cumplen
importantes roles en los ciclos biogeoquimicosadebono y nitrégeno (Marquéz, 2007;
Soseet al, 2004).

La produccién de enzimas hidroliticas policelulaessotra capacidad que tienen variedad
de especies de Bacillus, las cuales se encargdagtadar los compuestos disponibles en
el suelo como polisacaridos, acidos nucléicos ydig lo que les permite usar dichos
productos como fuente de carbono y donadores dé&rates. La amilasa es una de las
enzimas mas conocidas que secretan, la cual seganda degradar el almidon y
convertirlo en dextrina. La principal bacteria (gexreta esta enzima Bacillus subtilis
(Marquéz, 2007).

Asi también, es importante resaltar que una cualpba la cual son muy estudiadas estas
bacterias, es que presentan un potencial para @raahtibidticos y otras sustancias con
capacidad antibacteriana y antifUngica, que impidéerestablecimiento de patégenos
vegetales, pudiendo servir para proteger a pladeaenfermedades (Marquéz, 2007,
Reinoscet al, 2006).

Dadas las caracteristicas anteriores, las espdelegénero Bacillus se presentan como
buenas candidatas para ser usadas como agentestdel ©ioldégico. Entre las mas
utilizadas con este proposito se encuentrdh: subtilis B. cereusy B. thuringienss
(Reinosocet al, 2006).

2.7 Bacillus cereus

Bacillus cereuses una bacteria Gram positiva, aerobia o anaefabidtativa, la espora
que produce es oval-central, no deformante delldacéhnadre, moderadamente resistente
al calor, gracias a sus flagelos posee movilidaB8u rango de temperatura Optima esta
entre 28-40°C, teniendo amplios rangos de pH eh&®,3. Posee actividad hemolitica
extracelular y no presenta cristales proteicostemterior (Handelsman, 1990; Vilat

al., 2007; Cdérdoba, 2009).



Esta especie ha sido frecuentemente aislada déptetes, himendpteros y lepidépteros
enfermos o0 encontrada en insectos de productosairados. Por lo que ha sido citada
como patogena de estos. Su patogenicidad seibleyarpresumiblemente a la actividad
fosfolipasa C (enzima lecitinasa), cuya accion reatica consiste en la lisis de los
fosfolipidos de las membranas celulares, provocatigoaciones en el sistema digestivo
de los insectos susceptibles, resultando en sepcemuerte del insecto. Este proceso se
puede evidenciar por la reaccion tipica de pregph que presentan estos
microorganismos cuando crecen en medio de cultoro yema de huevo (Vilast al,
2007; Martinez, 2008; Cordoba, 2009; Dominguez snibguez, 2009).

Uno de los casos en que se ha reportado su patapehes en larvas dhyllophaga spp
(Villegas, 2004). Asi también, esta bacteria B. subtilis han sido utilizadas como
organismos antagonistas para el contrdPdgtophthora infestgrP. sojae P. medicaginis
y P. capsici,tantoin vitro como en suelos infestados por el patégeno (Lagahas,
2001).

B. cereuses capaz de desarrollarse en medios ricos, queween extractos de levadura,
hidrosilato de caseina o una fuente de aminoagdosv/alentes y azlcares. Su fuente
favorita de carbohidratos es la trihalosa, azUcesgnte en la hemolinfa de los insectos,

sin embargo, también puede hacer empleo de lagduabllegas, 2004).

En medios de cultivo generales como agar nutrila® colonias presentan una coloraciéon
beige opaca, conservando el color del medio devoulposeen forma irregular, de
superficie rugosa y borde lobulado (Cordoba, 2008)ecida en Agar PEMBA o Agar
Mossel genera colonias turquesa o rosadas corpjtaelm respectivamente (Universidad
de Buenos Aires, 2010).

2.8 Bacillus subtilis

Bacillus subtilises un microorganismo Gram positivo, aerobio, mksoformador de

esporas en condiciones ambientales hostiles, e bajos niveles de nutrientes,
incluyendo oxigeno o un pH desfavorable (Castafédd, 2009). De manera similar a
otros bacilos, secreta cantidades sustancialesnzien&s hidroliticas como amilasas y

proteasas, resultando de interés en diferenteggwedndustriales (Molina, 2008).



Macroscépicamente se caracteriza porque sus celgniseen un tamafio y forma
irregular, tienen margen ondulado, color blancextura seca. A nivel microscopico, se
observan como bacterias que no forman cadenaserwsporas centrales-terminales y
ovaladas (Venegast al, 2005). En medio Agar PEMBA o Agar Mossel, genaralonias

amarillas, sin formacion de precipitado (Universidiz Buenos Aires, 2010).

B. subtilis es comunmente encontrada en el suelo, donde libenapuestos con
propiedades antifangicas como la subtilina y otnasbioticos de la familia de las Iturinas
(polipéptidos que actlan sobre la pared celuldosibongos) (Molina, 2008).

Investigaciones en tomate muestran Busubtilisno solamente inhibe al patégeno, sino
que ademas, promueve el crecimiento de la raizlg gianta e incrementa el contenido de
lipidos, triglicéridos y esterol en las hojas. Aainbién, han sugerido qug subtilis
también podria influir en los mecanismos de restsée ya que aumenta la cantidad de
fenil alanina amonio liasa y la actividad peroxal@sagunat al, 2001).

En algunos patosistemas de postcoseBhasubtilises uno de los agentes de control

bioldgico mas evaluado y con efectividad comprol@ilaiérrezet al, 2003).

2.9 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensigBt) es una bacteria distribuida ampliamente pdotel mundo y ha
sido aislada a partir de habitats variados (Ratial, 2004), desde insectos muertos o
moribundos, correspondientes a los 6rdenes Colegdtepidéptera y Diptera; hasta del
suelo, ambientes acuaticos y superficies folidrReszet al, 2004; Paucar, 2011).

Bt es una bacteria aerobia, Gram positiva, quint@bé&ofa, con capacidad para
esporular. Sus células vegetativas tienen forrodaoale 3 a 5 m de largo por 1 a 1,2m

de ancho y poseen flagelacion pérmica. Es capderaentar glucosa, fructosa, maltosa,
ribosa, y de hidrolizar gelatina, almidén, glucégdfarmona, 2002; Ruiet al, 2004;
Carrera, 2009; Paucar, 2011).

El principal componente téxico de Bt es la protedristal (Cry) o -endotoxina, formada
durante el proceso de esporulacion, y la cual poseespectro de actividad bioldgica
definido, selectivo para ciertas especies, entseqlae se incluyen importantes plagas

agricolas como: coledpteros, lepidopteros, digtefioaros, nematodos, gusanos planos y



protozoarios (Carmona, 2002; Rudr al, 2004; Carreras, 2009; Carrera, 2009; Paucar,
2011).

La aparicion de este cristal es una caracterisliséintiva deB. thuringiensis la cual,
permite distinguirla de otras especies cercanagdiiéticamente comBacillus cereus
Este cristal paraesporal puede presentar varialogias: bipiramidal, cubico, cuadrado

aplanado, esférico o amorfo (Reifzal, 2004; Paucar, 2011).

Para diferenciar especies dentro de un mismo génszorecurre también a la
determinacion de la posicion y morfologia de lacspdra en el interior de la bacteria.
Bacillus thuringiensidiene localizada la endospora elipsoidal en pésitérminal dentro

de la célula vegetativa (Carreras, 2009).

El aspecto macroscépico que presdatahuringiensisen medios convencionales es la
presencia de colonias de 1-1,5 cm de diametro,otte blanco-grisaceo, perfil plano,
opacas, consistencia ligeramente costrosas o kasnpcerosas, con bordes irregulares o
ramificados (Carreras, 2009; Paucar, 2011).

El crecimiento ddacillus thuringiensise da normalmente a una temperatura entre 27°C y
33°C; sin embargo la produccién éptima de endotoricurre en promedio a los 30°C; a
mas de 45°C se produce una disminucion en la pcaztude los cristales, y por ende en
una baja actividad insecticida. A menos de 20°Gvdibcidad de crecimiento se ve
disminuida (Carrera, 2009; Paucar, 2011).

Los medios de cultivo de Bt deben ser ajustadas@Himayor a 5.0, donde el crecimiento
se favorece dentro del rango de 5.6 a 8.5 (Ca2869; Paucar, 2011).

Dadas las caracteristicas de esta bacteria, laubdagde nuevas cepas en los habitats
naturales, se ha convertido en una practica queimitido aumentar las posibilidades de
su uso en el control de organismos que constitypyagas, por lo que la prospeccion y
aislamiento en diferentes regiones ha logrado ebj@ecimiento de los ceparios que
buscan conservar esta especie con un elevado @tpaa el control de insectos y otros
(Carreras, 2009).

Debido a su rapida accién y a la posibilidad dedpeirlo in vitro en forma industrial, Bt

representa el entomopatdgeno de mayor produccié@hreando (Paucar, 2011).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Probar una metodologia para el aislamiento e fifileation bioquimica vy
microscopica de bacterias representativas del gémacillus con potencial
insecticida contré&stomoxys calcitrananuestreada en 3 fincas de la zona de San

Carlos, Alajuela.

3.2 Objetivos Especificos

Probar una metodologia para el aislamiento e ifieation de bacterias representativas
del género Bacillus a partir de larvas 8tomoxys calcitrananediante el uso de un

medio de cultivo selectivo.

Identificar los aislamientos obtenidos medianteepas bioquimicas y microscopia.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Obtencion e identificacion de muestras
Se realiz6 una visita a 3 fincas de la zona deCzalns, Costa Rica, para colectar larvas de
Stomoxys calcitranpresentes en los rastrojos del cultivo de la pifias fincas escogidas

y su ubicacion se observan en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Fincas seleccionadas para colecta daslaleStomoxys calcitrans.

Nombre de la Finca Coordenadas
Hermanos Peraza #1 N 10° 33 04,8"

W 84° 17’ 05,6
Hermanos Peraza #2 N 10° 32’ 58,2”

W 84° 16’ 27,9”
Palinche N 10° 31’ 08,4”

W 84° 15’ 19,8”

De cada finca se colectaron 30 larvas que presamials caracteristicas & calcitrans,
para su reconocimiento en campo se conto con déborcion de un funcionario del MAG
de la sede de Pital. Las larvas fueron almaceramésscos plasticos para su transporte y

finalizada la colecta fueron refrigeradas, parpasterior identificacion.

En el Laboratorio de Biocontroladores ubicado eRuadacion PROAGROIN, Pital , San
Carlos, se procedio a identificar las larvas ped@antes &. calcitranscon la ayuda de un
estereoscopiodiferenciandolas de otras especies por la formé&udgue presentan sus
espiraculos y descartando las no correspondientesta especie. Para evitar su
descomposicion durante el proceso, las muestrasrfumantenidas en hielera, con la

minima manipulacion.

4.2 Desinfeccion de larvas

Se desinfectaron 10 larvas por finca para elimiaaiontaminacion externa, pasandolas a
través de una solucion de alcohol 70% por 2 segrdispués por una de hipoclorito de
sodio al 6% por 3 minutos, continuando con unaiokulfato de sodio al 10% por 5

minutos, finalizando con tres lavados con agualddatestéril.



4.3 Macerado y siembra en placas

Terminada la esterilizacion, las larvas fueron dasacon servilletas estériles y 5 de cada
finca se trasfirieron asépticamente a un tlfmpendorfestéril y se maceraron. El
macerado se colocé en tubos con 10 ml de agudadies{este procedimiento se realizo

por duplicado).

Cada suspension se calenté a 65°C por 12 minutes, grocedié a realizar diluciones
seriadas hasta 0 De la dilucién de &y 10° se tomaron 100 pl y se cultivaron por
extensiéon en placas con medio LB, por triplicade yncubaron a 33° C por 24-48 horas.

Con el fin de disminuir el rango de busqueda, siddeaislar especificamente 3 bacterias
del género Bacillus:B. cereus, B. subtilig B. thuringiensis. Por lo que a partir del
crecimiento que se presentd en medio LB, se aislamonias separadas de aspecto

semejante a bacillus, tanto en medio LB, como edidagar PEMBA.

Las colonias aisladas fueron subcultivadas pord@yasucesivos cada 24 o 48 horas,
seleccionandolas por la coloracion que estas pasenen el medio y su crecimiento,

hasta obtener colonias puras.

4.4 ldentificacion macroscopica y microscopica des$ aislamientos

A los aislados obtenidos después de cada subcskites observd macroscopicamente la
morfologia (forma, color del medio, color de la auh). Para su identificacion
microscopica se realiz6 tincion de Gram, tinciérSabaffer-Fulton para observar esporas
y tincidon con azul de Coomassie, para el caso detificacion de cristales dBacillus

thuringiensis.

4.5 Tincion de Schaffer-Fulton

Se coloco una gota de agua destilada sobre uropgtas y se frotdé con una azada de los
cultivos puros aislados. Para fijarlo se flamen coidado hasta que la muestra se secara.
Una vez seco el frotis, este se cubrié con verdmaaquita y se calenté por 1 minuto y
medio con cuidado, pasado el tiempo se enjuagGagoa. Posteriormente se cubrio el
frotis con safranina, dejandola actuar 1 minutdagé luego con agua, se dejo secar al aire

y por ultimo se observo al microscopio Optico camanto de 100x.



4.6 Tincion con azul de Coomassie

Se coloc6 una gota de agua destilada sobre uropg@tas y se froté con una azada de los
cultivos aislados. Para fijarlo se flamed con adwl hasta que la muestra se secara. Una
vez seco el frotis se colocaron dos gotas de azW@abmassie sobre este y se esper6 un
minuto. Posteriormente se lavd el portaobjetosamum y se observd al microscopio con
aumento de 100X.

4.7 ldentificacién bioquimica API 50 CHB
Para determinar el género y especie de los aislselagilizé la prueba bioquimica API
50CHB siguiendo el procedimiento indicado por éfizante a continuacion:

Preparacion de la galeria

Se preparé la camara de incubacion, anotando aadm |la referencia de la cepa a
identificar. Luego se repartio 10 ml de agua dadéilen los alveolos del fondo para crear
una atmosfera de humedad y se colocé la galeria.

Preparacion del inéculo
Se prepar6 una suspension densa de cada cepaificaigertolocando todas las bacterias

del cultivo con un escobillén en 1 ml de agua tkedi estéril.

Luego se realizd una suspension de turbidez de RaNMand en el medio de suspension,

trasladando un cierto numero de gotas (5-7 gotas).

Una vez realizado este paso, se preparo la suspesisiel medio APl 50 CHB, agregando
el doble de gotas utilizado anteriormente.
Inoculacién de las galerias

Se repartio el medio API1 50 CHB preparado, enubes$ de la galeria solamente.

Incubacion y lectura de las galerias

Las galerias fueron incubadas a @3por 24 horas y 48 horas, realizandose la anatalz0

los colores presentados en esos dos tiempos.



5. RESULTADOS

5.1 ldentificacion macroscopica de los microorganimsos aislados

A partir del macerado de las larvas colectadasaenrés distintas fincas muestreadas, se
alcanzo6 crecimiento en las 36 placas con medionddbadas a 33C durante 36 horas,
sobresaliendo las caracteristicas macroscopicasiomaadlas en la tabla 5.1. Siendo mayor
el crecimiento a partir de las diluciones de'20 menor el crecimiento en las placas

sembradas con diluciones de*)(FFigura 5.1).

Tabla 5.1 Caracteristicas macroscopicas observadas ar mktila siembra del
macerado de larvas @&omoxys calcitranen medio LB a las 36 horas de incubacion a
33 C.

Caracteristicas Observaciones
Color colonias Amarillo, beige, blanco
Forma Irregular
Elevacion Aplanada o con leve elevacion
Borde Ondulados irregulares
Consistencia Seca y cerosa

Color del medio Conserva el color del medio




Figura 5. 1. Fotografia del crecimiento de cultivo por extenstdrmedio LB con 36 horas de incubaci
33 C, a partir de larvas (Stomoxys calcitrans Procedentes de Finca Aermanos Peraza#1.
Hermanos Pera#2. C: Palinche. Dilucién * a la izquierda, dilucién 1%a la derech. Fuente: Laboratorio
de Biocontroladores. Fundacién PROAGROIN.

A los 3 dias de crecimiento las colonias que assnmejmas las caracteristicas propias
género Bacillus fueron bcultivadas en medio selectivgar PEMBA, seleccionandose 8
placas con crecimientpor cada finca, para un total de 32 pladas cualespresentaron
distinta coloracion, variando entre amarillo, agwlerde a su72 horas de incubacion a

C (Figura 5.2).



Figura 5. 2. Fotografia del crecimiento de cultivo por rayadavadio selectivo Agar PEMBA con 72 hol
de incubacion a 3%, a partir de larvas (Stomoxys calcitrangrocedentes dFinca A: Hermanos
Peraz&l. B: Hermanos Per&#2. C: Palinche. Dilucion 10a la izquierda, dilucién -2 a la derecha.
Fuente: Laboratorio de Biocontroladores. FundacRORGROIN.

Después de varios subculti sucesivos, se fueron descartando aislados qu
presentaban las caracteristicas de las bactersaadas Anexo 2, obteniendo al finaln
medio selectiviAgar PEMBA con 24 horas de incubacion a 83 las colonias puras B.
cereus las cualegpresentron las caracteristicas macrépicas mencionadas da Tabla
5.2.



Tabla 5.2 Caracteristicas macroscopicasB. cereusen medio selectiviAgar PEMBA

con 24horas de incubacién a: C.

Bacteria
Caracteristicas Bacillus cereus
Color colonias Blanco-azuladas
Precipitado Si
Color del medio Verde-amarillo

En la figura 5.3 seyede apreciar el crecimiento Bacillus cereugn el medio de cultivo
selectivoAgar PEMBA. Donde se encuentran las coloniasBlecereu se observa el
cambio decolor del medio de cultivo de amarilloazul con la formacion dprecipitado

por accion de la enzima lecitin..

Figura 5. 3. Fotografia del crecimiento de cultivo por rayatiomedio selectivo Agar PEMBA con 24 hao
de incubacion a 3%, de las colonias puras B. cereus Fuente: Laboratorio de Biocontroladores. Funda
PROAGROIN

En medio LB con 24 horas de incubacion a C, las colonias puras cB. cereus

presentaromoloracion beige y formirregular como se obserem la figures.4.



I

Figura 5. 4. Fotografia del crecimiento de cultivo por rayadavedio LB con 24 horas de incubacié

33 C, de las colonias puras B. cereus Fuente: Laboratorio de Biocontroladores. FundacRORGROIN.

5.2Identificaciébn microscopica delos microorganismos aislados

Para la identificacion y seleccion dss aislados obtenida® realizaron tinciones de Gra
Schaffer-Fulton(tincién de espora y con azul de Coomassie pataualizar cristale. A

través del microscopio 6ptico a 100x se pudierosenlar las caracteristicique estos
presentaronobservandose cocos y bacilos Gram positivos;@sb presencia esporas

algunos aislados y en otros no, en las tincionesazal de Coomassie no observaron

cristales (Figura 5.5).



Figura 5. 5. Fotografia de las tinciones de los aislados obtenédpartir de larvas (Stomoxys calcitrans
con 6 dias de incubacién a C. A, B, C, D: Tincidn de Gram. E, F, G, H: Tinci&chaeffe-Fulton. I:

Tincién con azul de Coomas: Fuente: Laboratorio de Biocontroladores. FundaBR®AGROIN

A partir de las tinciones realizadas a los aislepuros, se puddistinguirla morfologia y
caracteristicague presentB. cereusal microscopio Optico a 100X éblz 5.3).

Tabla 5.3. Caracteristicas microscopicas B. cereuscon 6 diagle incubacion a 3 C,
observadas ahicroscopio Optic@ 100x.

Caracteristicas microscopica

Bacteria Tincion de Gram Espora Presenta
cristales
Bacillus cereus Bacilos Gram positivos Ovalentra No

En la figura 5.6se puede observar ¢ la especie bacteriar cereu esta constituida por

bacilos Gram positivos, con endosp (vistas de color verde).
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Figura 5. 6. Fotografia de las observaciones al microscopiazl@ 100X dB. cereu con 6 dias de
incubacion a 33C. A: Tincion de Gram, B: Tincién Schaei-Fulton. Fuente: Laboratorio de Biocontrolador
Fundacion PROAGROIN.

5.3ldentificacion bioquimica delos microorganismos aislados
En las galeriabioquimices del sistema API 50CHB, se inocularbmuestras bacterianas
de los microorganismos aislados que presentarooalacteristicas mas semejantes ¢
buscados tanto por sus caracteristicas macroscopicas etgiomselectivo, como |
presencia de esporas y coloracion Gram pos, después de su incubaci24 y 48 horas
BTM

los resultadosproporcionados por el programAPIWE V4.0 se muestran a

continuacion:

REFERENCIA FECHA
| 121 | 2/11/11
Galeria API 50 CHB V4.0
Perfil B i i e i ok kI S S MR e A S
R
Nota
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Paenibacillus lautus 983 | 07 |TUR 97%|TAG 6% | |
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra
Bacillus circulans 1.0 0.63 | DARA18% | TUR 85% | TAG 1% |




REFERENCIA FECHA

| 11.2 | 1/11/11
¥ IDENTIFICACION ACEPTABLE EN EL GENERO
Galeria API 50 CHB V4.0
Perfil e A R R A S S S T
?-
Nota POSIBILIDAD DEBacillus thuringiensis
0,
Taxon significativo IDA) T | Pruebas en contra
Bacillus cereus? GLY 11% | DXYL 1% [ GAL 3% | GNT 20%
54.2 |10.23
Bacillus mycoides GLY 20% | DXYL 1% | ARB 80% | SAL 80%
428 (0.2 [ GNT 12%
0,
Taxon siguiente D < T Pruebas en contra
Bacillus anthracis 1.4 DXYL 1% | GAL 0% [ ARB  79% | GNT 14%
0.06
REFERENCIA FECHA
| 13.1 | 2/11/11
r PERFIL INACEPTABLE
Galeria AP| 50 CHB V4.0
Perfil R T T I SR i B S
_____ + - -
Nota POSIBILIDAD DEBacillus thuringiensis
A 0,
. T_a_xon_ 70 T Pruebas en contra
significativo ID
Bacillus DARA 4% | ARB 76% | SAL 76% | CEL 76%
coagulans
MEL 100% | AMD 95% | GLYG 23%
Bacillus cereud DARA 1% |DXYL 1% | GAL 8% | ARB 99%
SAL 88% | CEL 88% [ AMD 83% [ GEN 3%
Bacillus lentus DARA 1% | DXYL 10% | ARB 82% | SAL  75%
CEL 75% | LAC 82% | RAF 75% | AMD 75%
A 0,
. Tgxon 2 T Pruebas en contra
siguiente ID
Bacillus cereus2 GLY 11% | DARA 0% | DXYL 1% |GAL 3%
MNE 1% | GEN 0% [ GNT 20%




REFERENCIA

| 11.1

¥ BUENA IDENTIFICACION EN EL GENERO

FECHA

| 2/11/11

Galeria API 50 CHB V4.0
Perfil R LA o S S i S, A A S A o ST, &
JE
Nota POSIBILIDAD DEBacillus thuringiensis
A 0,

Ta>_<c_)n . . T Pruebas en contra
significativo |ID
Bacillus GLY 20% | DXYL 1% | ARB 80% SAL 80%
mycoides 53.4 (0.3

GNT 12%
Bacillus GLY 11% | DXYL 1% | GAL 3% GNT 20%
cereus2 44.1 10.31
A 0,

Ta>_<on . T Pruebas en contra
siguiente ID

Bacillus cereus 1.3| 0.16 DXYL 1% | GAL 8% | ARB 99% | SAL 88%
1

CEL 88%
REFERENCIA FECHA
| 2/11/11

|31

¥ PERFIL INACEPTABLE

Galeria APl 50 CHB V4.0

Perfil I I A S L R L oo mm e e a
[

Nota POSIBILIDAD DEBacillus megaterium

POSIBILIDAD DEBacillus thuringiensis

%

Taxon significativo D T| Pruebas en contra
Bacillus firmus DARA 0% | RIB 20% DXYL 7% | GAL 1%
MNE 11% | MAL 92% | SAC 77% GNT 7%
Brevibacillus DARA 0% | DXYL 20% | GAL 0% ARB 88%
laterosporus
SAL 79% | MAL 88% | GNT 1%
Bacillus cereusl DARA 1% | DXYL 1% | GAL 8% ARB 99%
SAL 88% | CEL 88% MAL 100% | AMD 83%
Geobacillus DARA 0% | MAL 100% | GNT 0%
thermoglucosidasius
Bacillus cereus2 GLY 11% | DARA 0% |DXYL 1% |GAL 3%
MNE 1% | MAL 100% | GNT 20%




REFERENCIA FECHA

| 34 | 2/11/11
r PERFIL INACEPTABLE
Galeria APl 50 CHB Vv4.0
Perfil i S e e it AT I I o S o S T S i s
----- +++ - -
Nota
REFERENCIA FECHA
| 35 | 2/11/11
r PERFIL INACEPTABLE
Galeria API 50 CHB V4.0
Perfil i  E N S e A i AE T I S
----- ++ + + -
Nota

Como se observo, de las tres bacterias buscadpsyfél APl mostré la presencia d&
cereuscomo identificacion aceptable en el género, y camose observaron cristales
paraesporales, se descartd que la especie en@fiEdB. thuringiensis La galeria de
identificaciéon API pard. cereusdespués de 48 horas de incubacién se puede obsearva
la figura 5.7, donde el cambio de color de rojoreadllo (la reaccion # 25 pasa de rojo a

negro) demuestra reacciones positivas.



Figura 5. 7. Fotografia de la galeria de API 50CHBB. cereuson 48 horas de incubacion a C.

Fuente: Laboratorio de Biocontroladores. FundacR@RGROIN



6. DISCUSION DE RESULTADOS
6.1 ldentificacion macroscopica de los microorganisos aislados

Como sugieren los resultados obtenidos en estejdralas larvas d&tomoxys calcitrans
son una gran fuente de microorganismos, indepetetieamte del ambiente de donde
provengan. Asi lo recalca el ensayo de aislamieloenterobacterias de Gomes y
colaboradores (2008) donde aislaron a partir de esisca 159 especies, de las cuales
identificaron 28 diferentes. Estos autores tamlsggieren que se deben realizar mas
estudios sobre el papel de estas bacterias pamnibl bioldgico deS. calcitrans ya que

otros investigadores hacen referencia a su usogbaamtrol de dipteros.

Al igual que en este ensayo, Gomes y compafia J208/aron a partir de segmentoslle
calcitrans bacterias del género bacillus, identificandoseeeisis comoB. cereus B.
subtilis, B. thuringiensis, B. alvei, B. megateriynB. coagulans,de las cualesB.
megaterium, B. coagulang B. cereusfueron identificadas por el APl 50CHB en este
estudio.

Asi se comenzd con la observacion de la morfolegilanial de los aislados en agar
PEMBA, selectivo par8acillus cereusdondeBacillus thuringiensigpresenta las mismas
caracteristicas, dado su parentescoBocereus; B. subtilismuestra también morfologia
facil de distinguir con colonias amarillo-pajizan $1alo de precipitacion (Martinez, 2008;
Oxoid, 2011).

En el medio agar PEMBA, la polimixina B se usé coph@gente selectivo primario para
la inhibicion del crecimiento de las bacterias Giraggativas. Por su parte, la presencia de
yema de huevo, manitol y azul de bromotimol (indaacolorimétrico) permitieron la
diferenciacion deB. cereusya que al contrario de muchas especies del géBenmreus

no fermenta el manitol por lo que se presenta ¢t ezulado debido al pH basico, pero
produce fosfolipasa C especifica de fosfatidilalisiendo positiva para la actividad
lecitinasa y dando como resultado la formacién dehalo de precipitacion (Martinez,
2008; Cordoba, 2009; Oxoid, 2011).



Las caracteristicas anteriormente descritas savarea en una de las placas, con lo que
se pudo distinguir presuntivamente la presencid.deereus confirmada luego por las

demas pruebas empleadas.

Asi mismo, la cepa identificada coniBacillus cereuscrecio facilmente en medio LB
después de 24 horas, las caracteristicas obtes@&gmieden comparar con el estudio
realizado por Cordoba (2009), quién observé Bueereuses una bacteria de color beige
no brillante, irregular y conserva el color amaritlel medio de cultivo. Los mismos
resultados fueron obtenidos por Vitelli y colabanad (2010) quienes utilizaron el método
de diluciones seriadas y siembra en medio LB pheaskamiento de bacterias del grupo
“Bacillus cereus

6.2 ldentificacion microscopica de los microorganisos aislados

En las observaciones al microscopio, se pudiersimduir morfologias de distintos tipos,
desde bacterias Gram positivas y negativas, cormascy bacilos con y sin esporas. Para
esto, se utilizaron distintas tinciones, las cualescaracterizan por la aplicacion de
colorantes basicos como el cristal violeta, safraryi verde de malaquita, ya que estos son
mas efectivos para unirse a las estructuras irdeynsuperficie celular de las bacterias,
debido al pH cercano a la neutralidad y la carggiina que poseen respectivamente esas
estructuras (Vazque al, 2010).

De este modo, primeramente se realizo tincion denGgue como lo indica Vazquez y
colaboradores (2010) proporciona una informacidéenesal sobre la forma, tamario,
agrupacion celular, tipo y composicion de la pampee presentan las bacterias.
Permitiendo asi seleccionar de los aislados oltenilbs bacilos Gram positivos, que
segun Ragazzo y compafia (2011) es una de laspadies caracteristicas de las bacterias

del género Bacillus.

La tincion de Schaeffer-Fulton fue la segunda @inaisada para seleccionar las bacterias
buscadas, dado que esta permite poner de manifestodospora bacteriana, la cual
debido a sus caracteristicas no se tifie con progeatios habituales. Para lograr su
visualizacion la suspension de microorganismosfgedn caliente con verde malaquita.

El calor modifica la permeabilidad de la endosppnaermite la entrada del colorante a



través de las capas externas de la endospora. nifgacion, el lavado con abundante
agua produce la decoloraciéon de las formas vegegitique se tifien por dltimo con
safranina que funciona como colorante de conti@dgazzcet al, 2011; Vazqueet al,
2010).

Estas tinciones permitieron seleccionar entre tddesislados a las bacterias del género
Bacillus, que presentaron morfologia de baciloswGfacon endosporas.

No se encontré asociado a las esporas ningun |gpstaesporal tefiido de azul, el cual
tuvo que verse asi por la capacidad que tiene 8l dz Coomassie de tefir proteinas
mediante el acoplamiento a ciertos aminoacidoscbasiomo arginina, tirosina, lisina e
histidina (Simpson, 2003), por lo que se desdarf@resencia d8. thuringiensisya que

la aparicion de este es una caracteristica diginde la especie, la cual como indica
Carreras (2009) y Vitelli y colaboradores (2010ynpée separarla de otras especies
cercanas filogenéticamente coBacillus cereus.

Haciendo uso del caracter selectivo del agar PEMBlAs tinciones diferenciales, en este
estudio se logro el aislamiento Becereus B. thuringiensisy B. subtilisno se alcanzaron

aislar con éxito para ser identificadas.
6.3 Identificacidon bioquimica de los microorganismse aislados

De acuerdo al procedimiento de aislamiento utilizade obtuvieron 36 placas con
crecimiento, de las cuales luego de los subcultswsesivos por rayado en el medio
selectivo y la observacion al microscopio, se rec@ron 7 cepas con las caracteristicas
mas semejantes a las bacterias buscadas en esy®,elas cuales fueron usadas para la

identificacién a nivel de especie.

Para esta distincion se utilizé el sistema APl HBCque segun Martinez (2008) es uno
de los métodos mas empleados para la identificacidinel de especie. Cada una de las 7
muestras inoculadas en la galeria API presentaaoacieristicas especificas frente a la
presencia de diferentes hidratos de carbono y desgriun tiempo de incubacion se dio el
cambio de color debido a la fermentacion (Cord@pnag).



El sistema usado brinda una serie de valores que @anprender su significado se
explican a continuacién; segin apiWéh(2003) un taxén puede ser una especie, un
biotipo 0 un grupo de especies que no pueden fedciadas por pruebas de la galeria.
Para identificar un organismo, los perfiles obtesidon comparados con los perfiles de los
taxones de la base de datos. Para cada perfilidbtse calcula: Su proximidad relativa a
los diferentes taxones de la base de datos (%) proximidad al perfil mas tipico en
cada taxén (Indice T ). EIl taxdn mas tipico ege no tenga pruebas en contra de la
identificacion, en relacion al porcentaje mostraola base de datos para el taxdén en

cuestion.

Segun apiweB! (2003) y Almuzara (2006) un resultado de “buereniificaciéon” se da
cuando el %id >=90.0 y T >= 0.25, el cual se obtem este caso para lautus cuando el
sistema indico que el biocodigo obtenido correspaduna "identificacion aceptable en el
género” o “buena identificacion en el género”, gaidecir que se han seleccionado 2, 3 0
4 taxones pertenecientes al mismo género comotadsuly que es necesario el uso de
pruebas adicionales para su identificacion, comesta caso lo fue el medio selectivo y la
microscopia, lo que permitié identificarBa cereusy descartar la supuesta cepaBle
mycoides Por ultimo, un “perfil inaceptable”, se da di mimero de selecciones
propuestas es 0, todas las frecuencias brutasiBaiores a un valor umbral o el perfil se
aleja de todos los taxones de la base de datesfuestobtenido por 4 de las muestras,
siendo dos de elld. coagulang B. firmussin porcentaje de identificacion y las otras dos

ni siquiera arrojaron algun taxén significativo.

Ademas, el perfil puede estar acompafiado de pruebasontra de la identificacion,
seguidas del porcentaje de positividad, es de@rlgdrecuencia de la reaccion observada
es <0,25 (apiwel', 2003).

Segun el estudio realizado por Cordoba (2009) &caiones bioquimicas que mas
destacan erB. cereusbacteria buscada en este estudio, son la ferniéntde la glucosa,
fructosa, ribosa, arbutina, esculina, salicina,olmelsa, maltosa, trehalosa, acetil

glucosamina y Gluconato potéasico.

Vitelli y colaboradores (2010) rescatan que elaaménto deB. thuringiensises una tarea

dificultosa debido, fundamentalmente, a la bajapproidon en que se encuentra ésta



especie en relacién a otras especies del giummreusgque comparten el mismo habitat,
como lo fue en este caso la bact@iacereusla cual si se logré aislar, un caso similar

pudo haber pasado c@&n subtilisy por eso no fue encontrada durante este estudio

En cuanto a la microbiota aislada del tracto digeste la mosca de los establos Gomes y
colaboradores (2007) comentan que es preciso egdfudnas detenidamente, procurando
realizar aislamientos de moscas criadas en labargbara evaluar la influencia de esa

microbiota sobre los procesos metabdlicos.



7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El uso del agar selectivo PEMBA para el aislamietg®. cereusresultd muy efectivo y
permitié un facil reconocimiento a nivel macroso@pde esta especie. No asi pBra
subtilis donde su morfologia fue dificil de distinguir @ste caso, por lo que se

recomienda el uso de otro tipo de medio o pruebes ¢l aislamiento dB. subitilis.

El andlisis microscépico de aislamientos por methiatinciones diferenciales reflejo un
resultado positivo, puesto que permitio la viswadian de morfologia tipo bacilos Gram+
con presencia de esporas y asi permitio una sétecd cepas hasta el nivel de género

buscado, es decir, Bacillus.

El sistema de identificacion bioguimica API 50 ClgBrmitié una identificacion de las
cepas seleccionadas, aunque se recomienda siemerestg acompafado de pruebas

confirmatorias.

Se recomienda realizar mas estudios de aislamigntie patogenicidad de bacterias
aisladas a partir d8tomoxys calcitranggara su mismo control y asi poder alcanzar una
opcion de control biologico efectiva que permitantinuir el uso de insecticidas sintéticos

contaminantes.
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9. ANEXOS

9.1 Medios de cultivo
Preparacion de 1 Litro de medio LB
15g Agar bacteriologico
10 ml NaCl
5g Extracto levadura
10g Peptona
pH: 7, diluir en agua destilada hasta 1 litro yoalavar.
Preparacion de 1/2 Litro de medio Agar PEMBA
20,5 g de Agar PEMBA
1 vial de suplemento polymyxin B
25 mL emulsion yema de huevo
pH: 7.2, diluir el Agar en agua destilada hasta@r'y autoclavar.

Agregar a 50 °C el suplemento y la emulsion yemlaudeo y agitar.



9.2 Aislamientos en medio selectivdescartado:




9.3 Galeria API recién inoculada




9.4 Hoja de Informacién

Informacién del estudiante

Nombre: Yarenis Chinchilla Ballestero.

Cédula o No. Pasaporte206550672.

Carné ITCR: 200839201.

Direccion de su residencia en época lectivBarrio Asis, 325 m sur de las Ruinas de
Cartago.

Direccion de su residencia en época no lectivéd00 m sur, 150 m este y 25 norte del
salon comunal de Pital.

Teléfono en época lectiva83290898.

Teléfono época no lectiva83290898.

Email: ychinchi89@gmail.com

Fax: ---

Informacién del Proyecta

Nombre del Proyecto “Aislamiento e identificacion bioquimica y micapica de
bacterias representativas del género Bacillus amengial insecticida contr&tomoxys
calcitrans”.

Profesor Asesor William Rivera

Horario de trabajo del estudiante 8am — 6pm

Informacion de la Empresa

Nombre: Fundacion Proagroin

Zona: Pital, San Carlos

Direccion: 500 m noreste de la Escuela Clemente Marin, Glgquinas de Pital, San
Carlos.

Teléfona (506) 2473-3496/(506) 2473-3800

Fax: (506) 2473-3534

Apartado: 38-4477.

Actividad Principal : Agroindustrial-Comercial



