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RESUMEN

Los biofertilizantes elaborados a partir de heces de animales se constituyen como una alternativa sostenible y ecolégica frente
al uso de fertilizantes quimicos convencionales. Esta practica permite el aprovechamiento de subproductos de origen animal
para mejorar la fertilidad del suelo. Ademas de aportar nutrientes esenciales, estos biofertilizantes favorecen la actividad
microbiana benéfica, lo que contribuye a mejorar la estructura del suelo y a optimizar la disponibilidad de nutrientes para las
plantas. En este sentido, se considerd analizar las heces de cuatro especies de larvas de mariposas, a saber: Battus polydomas,
Metemorpha elissa, Methona confusa, Hamadryas para saber si estas pueden considerarse abono orgénico o biofertilizante.
Asimismo, se caracteriz6 la microbiota de las muestras de mariponasa estas se sembraron en medio selectivos y nutritivos
PCA, Agar Czapek y Agar Mac Conkey, también, se sometieron a pruebas bioquimicas SIM, TSI y LISINA, ademas, se
realiz6 tincion de Gram para identificar y caracterizar los microorganismos presentes. Dentro de los resultados se mostraron
altas concentraciones de mesofilos aerobios y una notable presencia de bacterias nitrificantes y enterobacterias, con
Enterobacter cloacae y Klebsiella pneumoniae identificadas como las especies predominantes, de igual manera, la tincién de
Gram confirmé la presencia de bacilos gramnegativos.
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ABSTRACT

Biofertilizers made from animal manure represent a sustainable and environmentally friendly alternative to conventional
chemical fertilizers. This practice enables the utilization of animal by-products to enhance soil fertility. In addition to
supplying essential nutrients, these biofertilizers promote beneficial microbial activity, which helps improve soil structure and
optimize nutrient availability for plants. In this regard, it was considered to analyse the feces of four species of butterfly larvae,
namely: Battus polydomas, Metemorpha elissa, Methona confusa, Hamadryas, to determine whether they can be considered
as organic manure or biofertilizer. The microbiota of the samples of mariponase were also characterized, these were sown in
selective and nutritive medium PCA, Agar Czapek and Agar Mac Conkey, also subjected to biochemical tests SIM, TSI and
LYSINE, in addition, Gram staining was performed to identify and characterize the microorganisms present. The results
showed high concentrations of aerobic mesophiles and a notable presence of nitrifying bacteria and enterobacteria, with
Enterobacter cloacae and Klebsiella pneumoniae identified as the predominant species, Gram staining confirmed the presence
of Gram-negative bacilli.
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Introduccion

La conciencia ambiental es un principio basico, el cual cabe
en todos los contextos, a la hora de hablar de agricultura, se
debe primar el termino sostenible, esta agricultura sostenible
principalmente debe buscar la reduccién de productos
quimicos e implementar métodos sostenibles, bajo este
contexto, los biofertilizantes se muestran como una
importante alternativa ecoldgica frente a los fertilizantes
quimicos convencionales.

Los biofertilizantes han surgido como un componente
alternativo crucial en la agricultura sostenible, estos ofrecen
gran cantidad de beneficios que mejoran la calidad y/o
fertilidad del suelo, la productividad de los diferentes
cultivos y sobre todo el bienestar ecoldgico; estos incluyen
microorganismos como las bacterias y los hongos los cuales
son beneficiosos, juegan un papel importante a la hora de
mejorar la disponibilidad de nutrientes y a su vez promueve
el crecimiento de las plantas a través de diferentes
mecanismos, por ejemplo, los biofertilizantes ofrecen
mejoras en la fijacion del nitrégeno, solubilizar el fésforo y
darle estimulo a la actividad microbiana en el suelo,
mejorando asi la salud del suelo y el rendimientos de las
plantas (Mehata et al., 2023).

El uso de los biofertilizantes es altamente beneficioso en las
practicas de agricultura organica, en donde se disminuye el
uso de fertilizantes quimicos (Kumar et al., 2024).
Diferentes estudios han evidenciado que los biofertilizantes
ademas de mejoran las propiedades fisicas y quimicas del
suelo, mejoran la actividad biolégica, que es primordial para
el ciclo de nutrientes y la salud del suelo (Kumar et al.,
2023).

El uso de in6culos microbianos puede aumentar
notablemente la disponibilidad de nitrégeno en los suelos,
ademas, las bacterias solubilizadoras de fosfato pueden
generar que el fosforo este méas disponible para las plantas
(Talwar et al., 2017). La doble accion de los biofertilizantes
en mejora de la absorcion de nutrientes y estructura del
suelo, los posicionan como una opcion ideal para las
diferentes préacticas agricolas sostenibles (Daniel et al.,
2022). Asimismo, se descubri6 que los fertilizantes inciden
positivamente en la resiliencia de cultivos ante estrés biotico
y abidtico, también, ayudan a mejorar la tolerancia de las
plantas a los diferentes estreses ambientales, tales como la
sequia y la salinidad, incrementan ademas la resistencia a
los patdgenos por medio de la colonizacidon competitiva de
la zona radicular (Seenivasagan & Babalola, 2021).

Lo anteriormente mencionado, es muy importante en un
contexto de cambio climético, en el cual los cultivos estan
dia a dia méas expuestos a diferentes condiciones adversas;
con la integracion de los biofertilizantes en los procesos
agricolas, no solo se favorece la seguridad alimentaria,
también, se promueve el equilibrio ecoldgico, ya que se
reduce considerablemente la dependencia a los diferentes
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insumos quimicos que afectan directamente el medio
ambiente y a la poblacion en general (Qiu et al., 2022).

La aplicacion de biofertilizantes conduce a una mejor
calidad de cultivos, como se demuestra en estudios que
muestran perfiles de nutrientes mejorados en diferentes
cultivos tratados con los ya mencionados insumos organicos
(Nour EI-Din & Salem, 2015). Por tal motivo, se considero
analizar las heces de cuatro especies de larvas de mariposas
como son la Battus polydomas, Metemorpha elissa,
Methona confusa, y Hamadryas, para saber si estas pueden
considerarse abono organico o biofertilizante.

En las Gltimas décadas, la agricultura ha experimentado una
creciente dependencia de los fertilizantes quimicos, lo que
ha provocado problemas medioambientales como la
contaminacion del agua, la perdida de fauna, la degradacion
del suelo. Como alternativa, los fertilizantes organicos han
ganado popularidad debido a sus beneficios ecoldgicos,
como la mejora de la biodiversidad del suelo y la reduccion
de la huella de carbono. Dentro de los fertilizantes
organicos, el uso de desechos bioldgicos de animales y
organismos tiene un gran potencial. En esta investigacion, la
mariponasa podria ofrecer una nueva fuente de nutrientes
para la agricultura y su posible uso en la formulacién de
fertilizantes organicos.

Materiales y métodos
Area de estudio

El material bioldgico utilizado en esta investigacion fue
adquirido del Parque Metropolitano Maria Lucia (PMML)
de la Corporacion Universitaria del Meta — UNIMETA, este
se encuentra ubicado kilémetro 8 sobre la via que comunica
a Villavicencio con Puerto Lépez, en la vereda la Llanerita,
frente al Kartodromo Laguna Viva, este parque cuenta con
120 hectéreas de superficie, en este se encuentra un
mariposario a cielo abierto y un domo en el cual se llevan a
cabo diferentes investigaciones. Se recogieron muestras de
mariponasa (heces de larvas de mariposa), para realizar su
respectivo andlisis en los laboratorios de la Corporacion
Universitaria del Meta, ubicado en el barrio San Fernando
de la ciudad de Villavicencio, Meta.

Tipo de investigacion

Se realiz6 una investigacion descriptiva no experimental,
para ello se sembré por triplicado las heces de cuatro
especies de mariposas (Battus polydomas, Metemorpha
elissa, Methona confusa, y Hamadryas), para un total de
doce unidades experimentales.  Consecutivamente, se
realizaron las siguientes fases:

1. Siembra en profundidad en medios selectivos y nutritivos:
En el contexto de la investigacion microbioldgica, la
eleccion adecuada de los medios de cultivo resulto
fundamental para el aislamiento y la caracterizacion de los
microorganismos (Gurusinghe et al., 2019). Para llevar a
cabo la siembra, se utilizaron tres tipos de medios. En primer
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lugar, se realizd la siembra de la mariponasa en el medio
nutritivo Plate Count Agar (PCA). Posteriormente, se
emplearon dos medios selectivos: el primero fue el Agar
Czapek, también conocido como Czapek-Dox Agar, y el
segundo correspondié al Agar MacConkey. Cada uno de
estos medios permitio favorecer el crecimiento diferencial
de determinados grupos microbianos, lo que facilitd su
posterior identificacion y analisis.

2. Siembra en pruebas bioquimicas: Las pruebas
bioguimicas, como la de matilidad, sulfuro e indol (SIM), el
medio triple azlcar hierro (TSI) y la prueba de
descarboxilacion de lisina (LISINA), se utilizaron como
herramientas fundamentales para la identificacion y
diferenciacion de diversas especies  bacterianas,
especialmente dentro de la familia Enterobacteriaceae. Estas
pruebas permitieron evaluar caracteristicas metabolicas
especificas, contribuyendo a una clasificacion méas precisa
de los aislados.

3. Tincion de GRAM: El procedimiento de tincién de Gram
se llevé a cabo mediante una serie de pasos fundamentales.
En primer lugar, se prepard un frotis bacteriano sobre un
portaobjetos de vidrio, el cual fue fijado mediante calor para
adherir las células a la superficie. Posteriormente, se tifio el
portaobjetos con cristal violeta, un colorante que penetrd la
pared celular bacteriana. A continuacion, se aplicé una
solucién de yodo como mordiente, la cual form6 un
complejo con el cristal violeta, facilitando su retencion
dentro de las células.

Luego, se procedi6 a lavar el portaobjetos con alcohol o
acetona, lo que permitié la decoloracién diferencial de las
bacterias. Este paso fue clave para distinguir entre bacterias
Grampositivas 'y Gramnegativas: las Grampositivas,
caracterizadas por una gruesa capa de peptidoglicano,
retuvieron el complejo cristal violeta-yodo y conservaron
una coloracion purpura; en contraste, las Gramnegativas,
con una capa de peptidoglicano méas delgada y una
membrana externa adicional, perdieron la tincion y se
tornaron incoloras. Finalmente, se aplicé una contratincion,
usualmente safranina, que tifi6 de color rosado a las
bacterias Gramnegativas previamente decoloradas (Becerra
et al., 2016).

Resultados

Se puede evidenciar en las tablas 1y 2 en donde se presentan
los recuentos microbianos obtenidos para cada una de las
especies de lepiddpteros, que para el caso de los mesdfilos
aerobios se pudo determinar que en las 4 muestras evaluadas
con sus respectivas repeticiones se presentaron elevadas
concentraciones de mesofilos aerobios, en algunos casos
llegaron hasta ser incontables (Battus polydomas,
Metemorpha elissa y Methona confusa).

21

Se hizo una dltima siembra en el Agar Czapec, el cual es
selectivo para el cultivo de aquellos hongos y bacterias que
pueden utilizar el nitrato de sodio como Unica fuente de
nitrégeno, lo cual las hace nitrificantes, es decir que tienen
la capacidad de transformar la forma orgénica del nitrégeno,
como se encuentra en la mayoria de los suelos, en forma
inorganica la cual es mas asimilable para las plantas y su
nutricién (Houbraken et al., 2020).

Al analizar detenidamente los resultados presentados en las
Tablas 1y 2, particularmente en las columnas que reportan
los recuentos totales de cada grupo de microorganismos por
especie de lepidoptero, se evidencia una similitud notable en
las concentraciones de enterobacterias y bacterias
nitrificantes. Por ejemplo, en Battus polydamas, ambos
grupos bacterianos presentan concentraciones en el orden de
10® UFC/g (enterobacterias: 69 x 10% UFC/g; bacterias
nitrificantes: 18 x 103 UFC/g). En Metamorpha elissa, los
recuentos se ubican en el orden de 10* UFC/g
(enterobacterias: 46 x 10* UFC/g; bacterias nitrificantes:
25,5 x 10* UFC/g). En el caso de Methona confusa, las
concentraciones se sitan entre los 6rdenes de 10* y 10°
UFC/g (enterobacterias: 25,2 x 10* UFC/g; bacterias
nitrificantes: 17 x 10° UFC/g). Finalmente, para Hamadryas
spp., se registr6 un valor de 13,2 x 10* UFC/g para
enterobacterias, mientras que el ndmero de unidades
formadoras de colonia de bacterias nitrificantes fue tan
elevado que no pudo ser cuantificado con precisién.

A partir de estos resultados, se puede inferir que, dado que
las concentraciones de enterobacterias y bacterias
nitrificantes son similares en los distintos medios selectivos
empleados, es posible que una proporcién considerable de
las enterobacterias aisladas en el medio Agar MacConkey
posea también la capacidad de realizar procesos de
nitrificacion.

Este analisis fue validado mediante la observacion de las
colonias desarrolladas en el medio MacConkey, las cuales
presentaron una coloracion rojiza caracteristica de bacterias
fermentadoras de lactosa. No obstante, con el propoésito de
identificar de manera més precisa el microorganismo aislado
a partir de la mariponasa de las cuatro especies de
lepiddpteros, se procedio a examinar las colonias obtenidas
en el Agar MacConkey (Figura 1) siguiendo los criterios

taxonomicos descritos en el manual de Bergey’s (Holt,
1994).

La caracterizacion incluyd: determinacion del color de los
pigmentos en medios especificos; analisis de la morfologia
colonial (forma, elevacion, margen, superficie y opacidad);
prueba de tincion de Gram mediante métodos estandar;
evaluacion de la produccion de écidos, evidenciada por el
cambio de color del medio; y pruebas de asimilacién de
distintas fuentes de carbono, a través de siembras en medios
para pruebas bioquimicas especificas (Tabla 1).
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Tabla 1. Recuentos microbianos de mesofilos aerobios, enterobacterias y bacterias nitrificantes de la mariponasa de Battus

polydamas y Metamorpha elissa.

Microorganismo Battus polydamas

Metamorpha elissa

UFClg Recuento UFC/g Recuento
Total Total
1 2 3 UFCl/g 1 2 3 UFC/g
Meséfilos aerobios
(Agar Plate 15x 10*  Incontable Incontable 15x 10* Incontable Incontable Incontable Incontable
Count)
Enterobacterias
(Agar Mac 36x10% 20,4 x103 15 x 10* 69 x 103 29x10*  12,2x10* 97 x 104 46 x 104
Conkey)
Bacterias
nitrificantes (Agar 13 x 10° 22 x 108 Incontable 18x 10 255x10* <100 Incontable 25,5 x 104
Czapec)

Tabla 2. Recuentos microbianos de mesofilos aerobios, enterobacterias y bacterias nitrificantes de la mariponasa de Methona

confusa y Hamadryas

. . Methona confusa Hamadryas
Microorganismo Recuento total
UFC/g UFC/g
UFC/g
1 2 1
Mesofilos aerobios (Plate Incontable 33 x 104 33 x 10° 86 x 10°
Count Agar)
Enterobacterias (Agar Mac 30 x 10 20.4 x 10° 252 x 10° 13.2 x 104
Conkey)
Bacterias nitrificantes (Agar 17 x 105 <100 17 x 105 Incontable
Czapec)

: L n‘
Figura 1. Colonias aisladas en Agar Mac Conkey

Con el fin de determinar con mayor especificidad y
exactitud la especie del microorganismo encontrado en el
Agar Mac Conkey se realizaron 3 pruebas bioguimicas y de
esta manera se pudo determinar las caracteristicas
metabolicas de la bacteria objeto de identificacion.

En la tabla 3 se describen los resultados obtenidos en cada
una de las pruebas biogquimicas, observando la mayor

diferencia en los resultados obtenidos por triplicado de
Battus polymodas respecto a la movilidad (+) y a la lisina (-
), comparado con los resultados obtenidos en las otras
especies en donde todas obtuvieron los mismos resultados.

Si se refiere a la tabla 4 de pruebas biogquimicas, en donde
se establecen los microorganismos encontrados
dependiendo de su metabolismo, se puede llegar a concluir
que el microorganismo obtenido de la familia
enterobacteriaceae es Enterobacter cloacae, para Battus
polydomas, y para las otras 3 especies estudiadas
(Metamorpha elissa, Methona confusa y Hamadryas) seria
Klebsiella pneumoniae.

Sin embargo, es recomendable realizar una mayor cantidad
de pruebas bioquimicas para poder definir con mayor
certeza cual microorganismo fue el obtenido segun su
bateria metabdlica. Para este estudio se utilizaron solo estas
pruebas, por facilidad en su consecucién y manejo. Por esta
razén se procedié a hacer la tincion de Gram, para
determinar morfolégicamente la pureza de las bacterias
obtenidas en las muestras de mariponasa estudiadas.
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Tabla 3. Pruebas bioguimicas realizadas a las colonias obtenidas en el Agar Mac Conkey para cada una de las especies a las

cuales se les hizo analisis microbioldgico de mariponasa.

L Battus polydamas Metamorpha elissa Methona confusa Hamadryas
Bioquimicas
1 2 3 1 2 3 1 2 1
Movilidad (SIM) + + + - - - - - -
Indol (SIM) - - - - - - - - -
TSI AIA AIA A/A A/A AIA AIA AIA AIA AIA
CO2 + + + + + + + + +
H,S (SIM, TSI) - - - - - - - - -
LISINA - - - K/IK K/IK K/IK K/IK K/IK K/IK
Tabla 4. Pruebas bioquimicas para identificacion bacteriana
Citrato
Bacterias Indol prgscl)?a?;er g rgzns Urea HaS Gl(j ;s)sa Movilidad Fenilalanina Lisina Arginina Sacarosa Lactosa Manitol
Escherichia coli + - - - - + + - + - \Y + +
Shigella sonnei - - - - - - - - - - - - +
Shigella (grupos) } _ B R R _ R _ _ R R
ABC v ¥
Salmonella thypi - - - - + - + - + - - - +
Salmonella
Parathypi A ) ) N : : + + . N N . . +
Salmonella
Choleraesuis . . v . v * * . * . ) ) *
Salmonella T. } } + : . . + . + } } } +
Serotypes
Citrobacfrgr ) ) + v v . + + } v v v +
Freundii
Citrobacter . ) + v } . + : : v v v +
Diversus
Klebsiel!a ) . + . : . R ) + } + + +
Pneumoniae
Klebsiella . . + . ) . . ) + } + + +
Oxytoca
Enterobacter ) . + } } . + : + : + + +
Aerogenes
Enterobacter v v v v : v v v } } v v +
Agglomerans
Enterobacter ) . + v : . + ) } + + + +
Cloacae
Serratia ) . + } } v + : + : + : +
Marcescens
Proteus Mirabilis - \% \Y + + + + + - - \% - -
Proteus Vulgaris + - + + \Y + + - - + - -
Providencia
Rettgeri + ) * + ) ) * + B B v ) +
Providencia . ; R " _ + + ¥ R - - - -
Morganii
Providencia
Stuartii * - * Vil - - v * - - v - -
Yersinia
Enterocolitica v ) B v ) ) } ) } } * ) +
Yersinia Pestis - - - - - - - - - - - - +
Yersinia
Pseudotuberculosis B 3 3 + B B 3 B ) ) B B +
V: Variable. +: Positivo. -: Negativo
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Se tomaron colonias caracteristicas de los Agares Mac
Conkey utilizados en las pruebas bioquimicas y se les
realizé la coloracion de Gram a través del método estandar.
Cuando se hizo la observacion al microscopio se evidencio

la presencia de bacilos gram negativos, los cuales son
propios de las caracteristicas morfologicas tanto de
Klebsiella pneumoniae como de Enterobacter cloacae,
como se observan en las figuras 2 y 3, respectivamente.

Figura 2. Coloracién de Gram Klebsiella pneumoniae

Discusion

Las larvas presentan un proceso digestivo basado en la
accién enzimatica que ejerce la microbiota intestinal
encontrada tanto en su intestino grueso como delgado, la
cual varia notablemente dependiendo de la dieta especifica
de cada especie, y encontrando en su mayoria mesofilos
aerobios y aerobios facultativos, presentan recuentos
celulares de 105-107 por gramo (Clark et al., 2009).

Al realizar el anlisis para los medios selectivos, se obtuvo
como resultado principal en el medio Mac Conkey, la
formacion de colonias rojas o rosadas, debido a la
fermentacion de la lactosa del medio por parte de las
enterobacterias y acidificacion del medio (Diaz Pérez et al.,
2013).

Se destaca ademas que la principal caracteristica de las
enterobacterias es que son bacterias gram negativas y
pueden tener morfologia de bacilos o cocos. Los miembros
de esta familia forman parte de la microbiota del intestino
(llamados coliformes) y de otros érganos del ser humano y
de otras especies animales; algunas especies pueden vivir en
tierra, en plantas o en animales acudticos, otra de sus
principales caracteristicas es que son capaces de reducir de
nitrato a nitrito, por lo cual se hacen atractivos para ser
usados como biofertilizantes (Silva y Martinez, 2018).

De acuerdo con Lara et al. (2007) numerosas bacterias de la
familia de las enterobacterias como Enterobacter sp y
Klebsiella sp son eficientes fijadoras asimbidticas de
nitrogeno contribuyendo sustancialmente a que los
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Figura 3. Coloracién de Gram Enterobacter cloacae

agricultores economicen en fertilizantes nitrogenados y asi
contribuyen a la conservacion del medio ambiente. Los
fertilizantes quimicos han sido benéficos para el sector
agricola en general, sin embargo, el abuso en la utilizacion
de ellos genera residuos quimicos, como las sales que
contienen generando salinizacion, problemas en el drenaje,
compactacion del suelo y disminucion de la actividad
microbiana comprometida en el proceso de nutricion
vegetal.

Al mencionar las pruebas bioquimicas utilizadas para la
identificacion y diferenciacion de diferentes especies de
bacterias se utilizd la motilidad del sulfuro indol (SIM) para
la confirmacion presuntiva de miembros de la familia
enterobacteriaceaea, a partir de cultivos puros, en base a la
capacidad de produccién de HzS (sulfuro de hidrdgeno),
formacion de indol, y manifestacion de movilidad, la
produccion de H2S se manifiesta por un ennegrecimiento del
medio, como consecuencia de la formacion de un
precipitado negro. Su contenido en peptona proporciona los
niveles necesarios de triptfano para la produccion de indol.

Para determinar si se ha producido indol, se afiadid tres o
cuatro gotas de reactivo de Kovac: la formacion de un color
rojo en la superficie del medio, se interpreta como reaccion
positiva, mientras que un color amarillo, como una reaccion
negativa; la movilidad se manifiesta por un crecimiento
difuso desde la linea de inoculacién hacia las paredes del
tubo, mientras que aquellos microorganismos no moviles,
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concentran su crecimiento alrededor de la linea de

inoculacién (Mosavian & Koraei, 2016).

Para el TSI: El agar triple azlcar hierro contiene tres
carbohidratos (glucosa, lactosa y sacarosa). Cuando dichos
carbohidratos se fermentan, la produccién resultante de
acido es detectada por el indicador rojo fenol. Se producen
cambios de color: amarillo para la produccion de acido y
rojo para la alcalinizacion (Akhi et al., 2015). Dado que la
lactosa y la sacarosa se encuentran presentes en
concentraciones mucho mas elevadas que la glucosa, la
formacién de &cido en la base del tubo se debe a dichos
azUcares, mientras que la formacion de &cido a partir de la
glucosa es suprimida por la rapida oxidacion de una pequefia
cantidad de acido en el area inclinada del tubo, lo que genera
una reaccion de pH neutro o alcalino cuando se fermenta
solo glucosa (Mosavian & Koraei, 2016). Con un pH neutro
o alcalino, el &cido sulfhidrico (producido por el tiosulfato
sddico) reacciona con la sal de amonio ferroso, lo que
produce sulfuro de hierro de color negro. Permite la
diferenciacion de los organismos fermentadores de glucosa,
lactosa y/o sacarosa, ademas de la deteccion de la
produccion de sulfuro de hidrdgeno (Atlas, 1993).

El medio de lisina y hierro (L.I.A.) es un medio de cultivo
ampliamente empleado para la diferenciacion de bacilos
Gram negativos entéricos, basandose en la produccion de
sulfuro de hidrogeno (H2S) y en la actividad enzimatica de
la lisina descarboxilasa. Asimismo, permite la deteccion de
la actividad de la enzima lisina desaminasa (Mosavian &
Koraei, 2016).

El citrato de amonio férrico y el tiosulfato de sodio actdan
como indicadores de la produccion de H2S; en presencia de
esta reaccion, se observa la formacién de un precipitado
negro de sulfuro de hierro en el fondo del tubo. Por su parte,
los cambios en el pH del medio son detectados mediante el
indicador purpura de bromocresol: un viraje a color amarillo
indica acidificacion (pH < 5,2), mientras que un cambio
hacia purpura sefiala alcalinizacion (pH > 6,8).

La actividad de la lisina descarboxilasa se manifiesta por un
viraje uniforme del medio a color plrpura o, en su defecto,
por una coloracion neutra (sin cambio aparente) en la
columna del agar. En ausencia de esta enzima, se observa un
viraje a amarillo en la columna y una coloracion neutra en
la zona inclinada.

Por otro lado, la actividad de la lisina desaminasa se
evidencia como una coloracion rojiza en la zona inclinada
del medio, acompafiada de una coloraciéon amarilla en el
fondo del tubo. Adicionalmente, en algunos casos puede
observarse la produccién de gas como resultado de la
fermentacion de la glucosa (Atlas, 1993).Ya sabiendo que
los microorganismos obtenidos de la mariponasa de
Metamorpha elissa, Methona confusa y Hamadryas fue
Klebsiella pneumoniae, y de Battus polydomas fue
Enterobacter cloacae, se puede indicar que la mariponasa

25

puede ser usada como biofertilizante, ya que, mediante
estudios de investigacion se ha demostrado la capacidad de
bacterias del género Enterobacter, para fijar nitrogeno, este
es un elemento indispensable en la conformacion de
aminoéacidos, proteinas y otros componentes esenciales para
las plantas. Permanece de manera casi inerte gracias a que
posee en su estructura un triple enlace entre los dos atomos
de nitrégeno, lo cual impide su aprovechamiento por la
mayoria de los seres vivos. Para que las plantas puedan
asimilar el nitrégeno molecular (N2), debe romperse primero
el enlace més estable que posee la estructura entre los dos
atomos de nitrégeno, de forma que este pueda irse
incorporando ya convertido en una molécula menos fuerte,
esta accion puede ser realizada por algunos
microorganismos como Acinetobacter calcoaceticus, los
cuales lo reducen y luego lo fijan en formas mas asimilables
para las plantas, como los iones de amonio (NH?) o nitrato
(NO3) (Lara et al., 2013).

En cuanto a Klebsiella pneumoniae, esta ha sido reportada
biofertilizante, debido a que pertenece a un grupo de
bacterias denominado “de vida libre”, o en simbiosis, que
habitan la rizosfera, pueden estimular el crecimiento de las
plantas a través de diferentes procesos, como la sintesis de
reguladores del crecimiento vegetal, la fijacién de nitrogeno,
la solubilizacion de nutrientes, la produccién de sideréforos
y el control de fitopatégenos del suelo (Torriente, 2010).

Los microorganismos mas estudiados pertenecen a los
géneros Azotobacter, Stenotrophomonas, Azospirillum,
Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas y Bacillus, entre
otros; estos se denominan bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR, del inglés Plant Growth
Promoting Rhizobacteria), algunos PGPR transforman el
nitrégeno atmosférico en amonio (proceso conocido como
fijacion bioldgica de nitrégeno) para que pueda ser
incorporado a la biosfera, lo cual representa un beneficio
econdmico y reduce el impacto negativo en el ambiente,
debido al uso exagerado de insumos quimicos en la
produccion agricola (Thomson, 2003).

Conclusiones

El estudio demuestra que la mariponasa tiene un alto
potencial como fuente de nutrientes para la agricultura
orgénica. Si bien es necesario realizar més investigaciones
para optimizar su uso y evaluar su viabilidad a gran escala,
los resultados obtenidos sugieren que este tipo de fertilizante
podria ser una opcion interesante para agricultores
interesados en préacticas sostenibles.

Al realizar las pruebas tanto microbiologicas como
bioquimicas en el laboratorio, fue posible obtener la
presencia de un organismo en particular, Klebsiella
pneumoniae, como organismo nitrificante presente en las
heces de las especies Hamadryas, Methona confusa y
Metamorpha elissa.
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Gracias a los resultados obtenidos de la especie Battus
polydamas se concluyé que la mariponasa se puede
implementar como biofertilizante gracias a la capacidad
fijadora de la bacteria (Enterobacter cloacae) encontrada en
las heces.

Recomendaciones

Es recomendable realizar una mayor cantidad de pruebas
bioquimicas en la bacteria, para poder obtener de una
manera mas certera la caracterizacion microbiana de la
mariponasa para cada una de las especies estudiadas.

De igual manera, se recomienda sembrar la muestra de
mariponasa en una mayor cantidad de medios de cultivos
selectivos, para poder determinar mas eficazmente la flora
microbiana presente en esta, y verificar si puede llegar a
tener algln otro beneficio como biofertilizante en el suelo
que se estd colonizando, ademéas de ser capaz de fijar el
nitrégeno.

Se sugiere realizar investigaciones respecto a la produccion
y escalamiento de las bacterias presentes en la mariponasa,
para ser usadas a nivel agroindustrial.
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