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RESUMEN 

El papel de los microorganismos del tracto digestivo de insectos es poco conocido. 

Sin embargo, entre otras funciones, se sabe que pueden ayudar a la digestión de 

nutrientes. Los escarabajos descortezadores del género Dendroctonus, son de 

importancia ecológica debido a los daños que como una plaga provocan a los árboles 

que coloniza. Los escarabajos llevan a cabo la mayoría de su ciclo de vida en el 

floema de los árboles, un alimento con una muy baja concentración de nitrógeno, por 

lo que la asimilación de este macroelemento a través de bacterias simbióticas es 

importante para su desarrollo. La fijación de nitrógeno es un proceso que llevan a 

cabo exclusivamente los procariotes. En este trabajo se aislaron e identificaron 

bacterias diazotróficas a partir del tracto digestivo de Dendroctonus valens y 

Dendroctonus rhizophagus. Ejemplares de ambos insectos fueron colectados en 

diferentes localidades, se obtuvo el tracto digestivo y se hicieron cultivos de 

enriquecimiento en un medio líquido sin fuente de nitrógeno. Después de cuatro pases 

en el medio, se aislaron varias cepas con morfotipos coloniales diferentes en el mismo 

medio sólido. Posteriormente, a las cepas se les extrajo el DNA, se amplificó y 

secuenció el gen 16S rRNA, lo que permitió la identificación por aproximación 

filogenética. Asimismo, fragmentos de los genes nifD y nifH se amplificaron, se 

secuenciaron y se buscó su similitud filogenética. La prueba de reducción del 

acetileno se realizó con cultivos de las cepas de 24 h de crecimiento. Se aislaron 21 

cepas del tracto digestivo de Drendoctonus spp., las cuales se identificaron como 

Pseudomonas sp., Rahnella aquatilis, Pantoea agglomerans, Stenotrophomonas 

maltophilia y Paenibacillus timonensis. Por otro lado, se amplificó el gen nifD de 

Panibacillus timonensis y Rahnella aquatilis. El fragmento del gen nifD de                  

P. timonensis se relacionó filogenéticamente con Paenibacillus graminis.                    

P. timonensis fue capaz de reducir el acetileno en el medio WATC4 con una 

capacidad de 6.74 nmoles de etileno/h. En conclusión se aislaron e identificaron 5 

especies de bacterias potencialmente diazotróficas a partir del tracto digestivo de       

D. valens y D. rhizophagus. Las 5 cepas fueron capaces de crecer en un medio sólido 

sin fuente de nitrógeno. Los genes nifD de P. timonensis y R. aquatilis fueron 

amplificados, pero la actividad de reducción del acetileno sólo pudo ser demostrada 

en P. timonensis. 
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1.1 Generalidades. 

Los microorganismos requieren de fuentes de energía, carbono y nitrógeno, entre 

otras, para vivir y proliferar en su entorno. Este hecho tiene como consecuencia 

que los microorganismos jueguen un papel activo en el desarrollo de los ciclos 

biogeoquímicos y flujo de energía. Las actividades metabólicas de los 

microorganismos movilizan los elementos como el carbono y el nitrógeno, 

modificando el estado físico de oxidación y la naturaleza orgánica e inorgánica de 

los elementos que constituyen a los organismos vivos (Rusell et al., 2009).  

Recientemente ha tomado especial interés elucidar los nichos que ocupan los 

microorganismos en los ecosistemas y las transformaciones que realizan de los 

elementos y nutrientes (Colloff et al., 2008). 

1.2 Fijación de nitrógeno 

El nitrógeno constituye aproximadamente el 78% de la composición de gases de la 

atmósfera de la tierra. Sin embargo, es un recurso limitante para muchos de los 

organismos del planeta debido a que el nitrógeno asimilable o que puede ser 

metabolizado es escaso (Mattson, 1980). 

La fijación del nitrógeno atmosférico molecular (N2) es el proceso biogeoquímico 

que permite la reducción de este elemento para formar amonio (NH3). Varios 

procesos abióticos pueden producirlo, pero la fijación biológica es más relevante 

por la magnitud del aporte de amonio a la biosfera (Coty, 1967). 

La fijación biológica de nitrógeno es una reacción catalizada por el complejo 

enzimático de la nitrogenasa, el cual consta de dos componentes, la dinitrogenasa 

y la dinitrogenasa reductasa. La dinitrogenasa, también denominada proteína 

hierro-molibdeno, es un heterotetrámero α2β2, donde la subunidad α es codificada 

por el gen nifD y la subunidad β es el producto del gen nifK. La subunidad α 

contiene el sitio activo donde se lleva a cabo la reducción del nitrógeno, el cual se 

conoce como cofactor Fe - Mo. La dinitrogenasa reductasa es un homodímero γ2 

que está codificado por el gen nifH unido entre las subunidades. La proteína 
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dinitrogenasa reductasa se encarga de transferir electrones a la dinitrogenasa 

(Igarashi y Seefeldt, 2003).  

Hasta el momento, tres sistemas de nitrogenasa diferentes se han descrito: Nif, 

Vnf y Anf. Posiblemente, un cuarto sistema de nitrogenasa insensible al O2 haya 

sido descrito en Streptomyces thermoautotrophicus, aunque la reacción catalizada 

por esta enzima es similar a las nitrogenasas previamente caracterizadas, la 

enzima es más eficiente dado que requiere cuatro veces menos ATP que las 

nitrogenasas convencionales (Ribbe et al., 1997). Las nitrogenasas 

“convencionales” tienen molibdeno en el centro Fe - S y son codificadas por los 

genes nif, mientras que las nitrogenasas “alternativas” codificadas por los genes 

vnf y anf tienen vanadio, o fierro respectivamente, y su síntesis se induce en 

condiciones de baja disponibilidad de molibdeno (Fallik et al., 1991). 

La presencia de nitrogenasas alternativas sugiere una ventaja competitiva debido 

a que en los nichos ecológicos se excluyen a microorganismos que carecen de 

nitrogenasas Mo independientes (Betancourt et al., 2008). 

El requerimiento energético en el proceso de fijación de nitrógeno es muy elevado, 

por tanto, la síntesis y actividad de la nitrogenasa está altamente regulada, es 

decir se expresa sólo cuando no existe nitrógeno orgánico o inorgánico asimilables 

en el medio.  

N2 + 8e- +16 ATP + 8H+                 2 NH3 + 16 ADP + 16 Pi + H2 

La nitrogenasa tiene una especificidad baja por su sustrato y es sensible al 

oxígeno. La regulación transcripcional de las nitrogenasas ocurre en respuesta al 

nitrógeno disponible. Como se menciona antes, esta actividad, costosa en 

términos energéticos, sólo ocurre cuando la fuente de nitrógeno asimilable, como 

el amonio, los nitratos o los aminoácidos, es escasa. Claramente, los 

microorganismos diazotróficos mantienen una clara ventaja competitiva y 

adaptativa en ambientes limitados de nitrógeno. 
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La presencia de oxígeno es la principal limitante para al fijación de nitrógeno, no 

obstante algunos microorganismos fijadores tienen adaptaciones morfológicas y 

fisiológicas, o viven en hábitats protegidos con moderados o bajos potenciales de 

óxido-reducción, o han establecido endosimbiosis con otros organismos que los 

proteje del oxígeno aunque el huésped viva en un entorno aerobio (Zehr et al., 

2003). 

1.3 Simbiosis 

Actualmente, existe la tendencia a considerar que el patrimonio genético de un 

organismo es la suma de su propio genoma más el de sus simbiontes. Ningún 

organismo es capaz de sobrevivir sin sus simbiontes, de hecho se considera que 

hay muchos más genes en los microsimbiontes que en el organismo que los 

alberga. Por estos motivos, recientemente se han hecho esfuerzos por entender 

las contribuciones que a la simbiosis ofrecen los simbiontes microbianos de 

plantas y animales (Rusell et al., 2009). 

Las relaciones entre organismos de distintas especies o simbiosis, tienen 

implicaciones importantes en su historia evolutiva y pueden conferir ventajas en la 

adaptación a un ambiente determinado y en la competitividad. Dentro de estas 

relaciones definidas con base a que los participantes mantienen una vida juntos, 

pueden reconocerse diversas consecuencias de beneficio-daño como producto de 

la propia interacción (Odum, 1988). Desde esta perspectiva, los animales pueden 

ser vistos como comunidades complejas compuestas de un tipo celular eucariótico 

multicelular y un arreglo de especies microbianas (Ruby y McFall-Ngai, 1999). 

1.4 Simbiosis con los insectos 

Algunos insectos han cultivado una relación íntima con microorganismos 

mutualistas desde las primeras etapas de aparición del grupo taxonómico y se 

estableció debido a que estos insectos viven con dietas consideradas subóptimas, 

debido a que su fuente primaria de nutrientes es pobre en muchos requerimientos 

básicos, especialmente la fuente de nitrógeno y vitaminas, y a que la fuente de 
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carbono es de difícil asimilación, lo cual se puede ver reflejado en la gran y variada 

comunidad microbiana que habita en su intestino (Dillon y Dillon, 2004). 

Los microorganismos contribuyen al desarrollo y supervivencia de los insectos, en 

ambientes hostiles suplementando nutrientes escasos en la fuente de alimento. 

Además, pueden contribuir al metabolismo e inactivación de toxinas y a la 

protección contra los enemigos naturales de los insectos (Geib et al., 2008; Scott 

et al., 2008).  

Los microorganismos simbióticos son ubicuos en el cuerpo de los insectos, 

algunos de ellos poseen una distribución restringida a órganos especializados, 

mientras que otros se localizan en una gran variedad de tejidos (Nardi et al., 

2002). El intestino de los insectos ofrece un ambiente en el cual los 

microorganismos simbióticos establecen poblaciones estables y adquieren 

sustratos que les proveen energía, contribuyen en la reproducción, digestión, 

nutrición y producción de feromonas para los insectos (Ishikawa, 2003; Brand et 

al., 1975; Buchner, 1965; Campbell, 1989). 

1.5 Fijación de nitrógeno en insectos 

El nitrógeno es el elemento de mayor demanda para los organismos al poseer un 

papel central en todos los procesos metabólicos, la estructura celular y la síntesis 

de proteínas; además, constituye aproximadamente el 12% del peso seco de una 

célula. La disponibilidad del nitrógeno combinado es un factor limitante para la 

producción primaria en los ecosistemas debido a que se encuentra muy diluido en 

el agua o escasea en el suelo (Mattson 1980). 

La amplificación de los genes nifD y nifH, los ensayos de reducción de acetileno, 

la incorporación de N15 a las proteínas de los insectos, entre otras técnicas, se 

utilizan para poner en evidencia la participación de los procariotes en el 

enriquecimiento de la dieta de los insectos con compuestos nitrogenados 

(Kuranouchi et al., 2006; Pinto-Tomas et al., 2009). 
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La participación de los microorganismos en la fijación de nitrógeno en beneficio de 

sus simbiontes se demostró en diferentes linajes de insectos. En las termitas 

Reticulitermes speratus se reportaron cepas fijadoras de nitrógeno de las especies 

Citrobacter freundii, Pantoea agglomerans y Desulfovibrio spp. (Benemann, 1973; 

Breznak et al., 1973, Noda et al., 1999, Ohkuma et al., 1999), así como en la 

mosca  mediterránea de la fruta Ceratitis capitata, donde se describió la presencia 

de Klebsiella spp., Citrobacter freundii, Enterobacter spp. y Pectobacterium spp. 

(Behar et al., 2005).  

También, en Dendroctonus terebrans se identificó fenotípicamente la bacteria 

fijadora de nitrógeno Enterobacter agglomerans (actualmente Pantoea 

agglomerans) (Bridges et al., 1981). 

1.6 Generalidades de Dendroctonus spp. 

El orden Coleóptera agrupa más de 300,000 especies de escarabajos, integradas 

en aproximadamente 150 familias. La familia Curculionidae; es la más basal y 

diversa dentro del orden, en ella destaca la subfamilia Scolytinae integrada por 

185 géneros, siendo uno de los más importantes el género Dendroctonus (Wood, 

1982). 

En particular, los insectos del género Dendroctonus (Coleoptera: Scolytinae) se 

alimentan del floema de las coníferas. Este tejido es un sustrato rico en celulosa y 

carbohidratos solubles, pero con una escasa presencia de nitrógeno asimilable 

(Thornber et al., 1961; Warren et al., 2002). 

Las especies de Dendroctonus atacan e infestan coníferas (Pinaceae) de los 

géneros Larix, Picea, Pinus, y Pseudotsuga. Las especies dentro del género se 

pueden identificar por la especie del hospedero al que atacan, sus características 

morfológicas y su distribución geográfica (Capinera et al., 2008). Entre los 

caracteres morfológicos internos y externos empleados destacan: los órganos 

genitales externos de los machos, el color del cuerpo de los adultos maduros, 

características de antenas y pronoto, así como las vestiduras del declive elitral. La 
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especie más pequeña dentro de este género es Dendroctonus frontalis y el más 

grande es Dendroctonus valens (Capinera et. al., 2008). 

En México se encuentran 11 especies de este género, algunas de las cuales 

pueden, bajo determinadas circunstancias, convertirse en las plagas que más 

afectan económica y ecológicamente a los bosques del noroeste de América 

(Cibrían et al., 2000). 

El ciclo de vida del género Dendroctonus consta de tres fases: colonización, 

producción de descendencia y dispersión.  

 

Los escarabajos Dendroctonus son monógamos y pasan la mayoría de su ciclo de 

vida en un hábitat críptico debajo de la corteza, específicamente  en el floema. 

Solamente durante un breve periodo están fuera del árbol, esto es mientras se 

trasladan de un árbol a otro. La mayoría de las especies de este género son 

capaces de matar al árbol que hospedan en una sola generación. También 

muchas de las especies son capaces de matar a árboles grandes y vigorosos, 

aunque algunas especies llamadas secundarias, colonizan árboles recientemente 

caídos o tocones. Después de atacar su nuevo hospedero, ocurre el apareamiento 

debajo de la corteza y se empieza a formar una nueva galería donde se depositan 

los huevos. Los huevos son establecidos en grupos o de forma individual a lo largo 

de las paredes de la galería. Las galerías de los huevos pueden ser en forma 

vertical o sinuosas y las larvas que se generan se alimentan del floema de los 

árboles, individualmente o en agrupaciones. La transformación a pupa tiene lugar 

en nichos dentro del floema o en la corteza exterior del árbol hospedero. Tras el 

surgimiento de los adultos, el escarabajo migra o se dispersa a un nuevo árbol 

hospedero y el ciclo comienza de nuevo (Capinera et. al., 2008). 

El tracto digestivo de Dendroctonus consiste en estomodeo, mesenterón y 

proctodeo. El mesenterón se divide en dos regiones: la anterior que es corta, 

ancha y ovoide, y la posterior que es larga y estrecha; el proctodeo es largo, 

estrecho y termina en el ano. Todas estas regiones se encuentran claramente 

diferenciadas morfológica e histológicamente (Díaz et al., 1998 y 2003). 
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La duración del ciclo de vida de este género es variable y dependerá de la 

especie, latitud, elevación y el microclima de la región. Especies que se 

encuentran en el sur pueden tener hasta siete generaciones por año, mientras que 

las especies que se encuentran al Norte requieren más de tres años para 

completar una sola generación (Capinera et al., 2008). 

1.6.1 Dendroctonus valens LeConte 

 

El escarabajo rojo de trementina, Dendroctonus valens LeConte (Coleoptera: 

Curculionidae: Scolytinae), se encuentra a través de Norte y Centroamérica. Es un 

descortezador secundario con una amplia distribución geográfica, que va desde 

Norteamérica (Canadá) hasta Centroamérica (Honduras). Habita en los tocones y 

la porción basal de los árboles y puede presentar hasta dos generaciones por año. 

Los adultos de esta especie tienen un cuerpo cilíndrico, de color rojo claro a 

oscuro, miden de 5.7 a 10 mm de longitud, con una media de 7.3 mm. En cuanto a 

su árbol hospedero, se le considera una especie generalista, ya que parasita a 

más de 40 especies del género Pinus (Cibrián et al., 2000; Symonds y Elgar, 

2004).  

 

Esta especie es un parásito, que vive principalmente en los árboles vivos, sin 

causar mortalidad. Se trata de vez en cuando de una plaga secundaria, matando a 

los árboles infestados por otros escarabajos descortezadores o dañados por el 

fuego. Recientemente, esta especie fue importada a China desde América del 

Norte (Cognato et al., 2005) y está causando graves daños a bosques de Pinus 

tabuliformis. ( Miao et al., 2001; Yan 2005) 

1.6.2  Dendroctonus rhizophagus Thomas y Bright 

Es un descortezador generalista, primario y endémico de México. Se caracteriza 

por colonizar al renuevo de varias especies de Pinus siendo la especie más 

afectada Pinus engelmannii con un porcentaje de ataque del 44% (Salinas-Moreno 

et al., 2010). Los escarabajos adultos de esta especie poseen un cuerpo cilíndrico, 

de color rojo oscuro, con la cabeza y el pronoto más oscuro, miden de 6 a 8.2 mm, 
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con una media de 7.1 mm. Tiene una distribución restringida al Norte de México, 

principalmente en los estados de Chihuahua, Durango, Jalisco, Sinaloa, Sonora y 

Zacatecas (Thomas y Bright, 1970; Cibrián et al., 2000).  

1.6.3 Fijación de nitrógeno en Dendroctonus valens y Dendroctonus 

rhizophagus 

En recientes trabajos se ha logrado demostrar la fijación de nitrógeno en larvas 

vivas e insectos adultos de Dendroctonus valens, mientras que no se encontró 

esta actividad en larvas e insectos adultos muertos. También se logró amplificar 

un fragmento del gen nifD bacteriano a partir de DNA metagenómico en las 

diferentes regiones intestinales del insecto. Rahnella aquatilis, Stenotrophomonas 

maltophilia, Pantoea cedenensis y P. dispersa fueron aisladas en un medio libre 

de nitrógeno. Aunque se observó claramente un crecimiento visible de estas 

bacterias, no se pudo demostrar su actividad de la nitrogenasa in vitro (Morales-

Jiménez et al., 2009). 

Asimismo, Raoultella terrigena, una bacteria diazótrofa se aisló del intestino de 

Dendroctonus rhizophagus y D. valens, además exhibió una alta actividad de 

reducción de acetileno in vitro con diferentes fuentes de carbono, y sus genes nifH 

y nifD fueron secuenciados y relacionados filogenéticamente con los ortólogos de 

Klebsiella pneumoniae (Morales-Jiménez et. al., 2013). 
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Los insectos del género Dendroctonus son un conjunto de especies 

descortezadoras de importancia ecológica y económica, debido a los daños 

provocados a los árboles que coloniza, lo que tiene como consecuencia obvia la 

disminución de la superficie forestal, ya que los árboles infestados no crecen 

adecuadamente y mueren. Estos insectos se alimentan del floema del árbol, 

encontrándose bajo cierto estrés provocado por la baja disponibilidad de 

nutrientes, sin embargo mantienen una asociación con microorganismos 

simbióticos los cuales le ayudan a la obtención de estos nutrientes mediante la 

descomposición de compuestos de difícil degradación. 

Por otro lado, la disponibilidad de nitrógeno combinado es también un factor 

limitante para la supervivencia de los insectos, por lo que la asimilación a través 

de bacterias es de importancia para su desarrollo, considerando la fijación de 

nitrógeno atmosférico como un proceso que proveen de este elemento disponible 

al escarabajo. Existen varios trabajos que describen a las bacterias asociadas a 

este insecto, sin embargo son escasos los análisis del papel específico que juegan 

en esta simbiosis. 

Por estos motivos, consideramos relevante explorar la capacidad de fijar nitrógeno 

atmosférico de la microbiota asociada al canal alimentario de dos especies del 

género Dendroctonus de importancia en México. 
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3.1 Objetivo general 

 

Identificar a las bacterias potencialmente implicadas en el proceso de fijación de 

nitrógeno del tracto digestivo de Dendroctonus valens y Dendroctonus 

rhizophagus.  

 

 

  3.2 Objetivos particulares 

 

 

 Aislar microorganismos capaces de crecer en un medio de cultivo sin 

fuente de nitrógeno, a partir del tracto digestivo de Dendroctonus 

valens y Dendroctonus rhizophagus.  

 

 Identificar a las bacterias aisladas mediante la secuencia de sus 

genes 16S rRNA. 

 

 Explorar por métodos moleculares el potencial de fijación de 

nitrógeno de las bacterias cultivables.  
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4.1 Diagrama general de trabajo  

 

Figura 1.  Esquema general de trabajo. 

Obtención del  canal 
alimentario 

Enriquecimiento de poblaciones de 
diazótrofos 

Aislamiento en medio sólido  
sin fuente de nitrógeno. 

Morfotipo colonial y 
microscópico 

Obtención del DNA 
bacteriano 

Identificación 
molecular 

Amplificación de 
genes nif 

Actividad de la 
nitrogenasa 
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4.2 Colecta de insectos 

Los insectos que se utilizaron en este trabajo fueron donados por el Dr. Gerardo 

Zúñiga, quien nos proporcionó ejemplares de insectos macho y hembra de los 

géneros Dendroctonus valens y Dendroctonus rhizophagus provenientes de 

bosques de pinos del Estado de México y Durango. Los escarabajos se extrajeron 

de las galerías formadas en el floema de árboles infestados y se colocaron en 

recipientes de plástico, con papel húmedo, debidamente etiquetados para 

transportarlos a 4 °C al laboratorio. 

4.3 Disección y obtención del tracto digestivo de los insectos 

Una vez llegados al laboratorio, los escarabajos se desinfestaron superficialmente 

con etanol al 70% y se lavaron con agua destilada estéril bajo condiciones 

asépticas. Posteriormente, se colocaron en una caja Petri con solución salina al 

0.85% y se realizó la disección quitando los élitros y las alas, se cortó la parte 

abdominal y se extrajo el tubo digestivo separándolo del cuerpo graso.  

4.4 Enriquecimiento de poblaciones de bacterias fijadoras de nitrógeno 

Los tubos digestivos completos de cada insecto, se pasaron a microtubos estériles 

con 1 mL de agua destilada, donde se maceraron suavemente con ayuda de un 

pistilo. Para el enriquecimiento de las bacterias diazótrofas, un tubo con cada 

tracto digestivo se inoculó en tubos con 10 mL de medio líquido de Bridges 

modificado. Este medio tiene la siguiente composición por litro: K2HPO4 (6.3 g), 

NaH2PO4 (1.9 g), MgSO4·7H2O (0.1 g), Na2MoO4·2H2O (0.008 g), FeSO4·7H2O 

(0.008 g), tioglicolato de sodio (0.5 g), extracto de levadura (0.2 g) y glucosa (10 g) 

(Bridges, 1981). Los tubos inoculados se incubaron a 28 ºC y sin agitación. El 

crecimiento microbiano se consideró como turbiedad en el medio de cultivo, lo cual 

requirió en promedio 14 días. Posterior a esto, se realizaron 4 transferencias 

repetidas en el mismo medio de cultivo líquido, mismas que fueron incubadas 

aproximadamente 14 días a 28 °C. 
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4.5 Aislamiento de bacterias diazótrofas 

A partir de los tubos de la cuarta transferencia, se sembraron diluciones del último 

tubo en medio sólido de Bridges modificado (sin fuente de nitrógeno) y se 

incubaron entre 5 y 7 días a 28 ºC hasta la aparición de colonias visibles. Los 

cultivos se axenizaron y de cada morfotipo diferente, se describió la morfología 

colonial y microscópica. Las cepas se conservaron en glicerol al 25% a -70 °C. 

4.6 Selección de las posibles bacterias fijadoras de nitrógeno 

Con el propósito de confirmar que los aislamientos recuperados a partir de los 

enriquecimientos eran capaces de crecer en ausencia de nitrógeno combinado, se 

realizó la inoculación de cada una de las colonias seleccionadas en el mismo 

medio líquido libre de N2 quitando el extracto de levadura de su composición. Se 

consideraron posibles bacterias fijadoras de nitrógeno aquellas que crecieron 

después del tercer pase en medio líquido. 

 

4.7 Extracción de DNA genómico 

Se obtuvo el DNA genómico de cada uno de los aislados mediante la técnica 

descrita por Hoffman y Winston (1987) modificada.  

4.8 Identificación molecular mediante el análisis del gen 16S rRNA 

La amplificación del gen 16S rRNA, se realizó utilizando los iniciadores: Derecho 8 

(5´-GCG GAT CCG CGG CCG CTG CAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3´) y 

Reverso 1492 (5´-GGC TCG AGC GGC CGC CCG GGT TAC CTT GTT ACG ACT 

T-3´) descritos previamente (Relman, 1993), que amplifican un fragmento 

aproximado de 1500 pb. La mezcla de reactivos y las condiciones de reacción se 

muestran en los cuadros 1 y 2 respectivamente. 
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Cuadro 1. Mezcla de reacción de la PCR para la amplificación del gen 16S rRNA. 

 

Reactivo Concentración final 

DNA 10-100 ng 

Regulador 1 X 

Oligonucleótidos 3 pM 

dNTP’s 0.2 mM 

Polimerasa 1 U 

MgCl2 3 mM 

Agua Hasta 25 µL 

 
 

Cuadro 2. Condiciones de la PCR para la amplificación de un fragmento del gen 

16S rRNA. 

 

Condiciones Temperatura (ºC) Tiempo (min) Ciclos 

Desnaturalización inicial 94 7 1 

Desnaturalización 94 1 

35 Alineamiento 55 1 

Extensión 72 1 

Extensión final 72 7 1 

 

Los amplicones se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% teñido 

con bromuro de etidio. 

4.9 Amplificación de los genes nif 

Para la amplificación de los genes nifH se utilizaron un conjunto de iniciadores 

previamente descritos para diversos grupos microbianos, así como un par de 

iniciadores dirigidos a la secuencia del gen nifD, documentados en el cuadro 3, 

con la mexcla de reacción indicada en el cuadro 4, y bajo las condiciones descritas 

en el cuadro 5 (Navarro-Noya et al., 2012). 
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Cuadro 3. Iniciadores empleados para la amplificación de los genes nifD y nifH 

Iniciadores Secuencia (5´-3´) 
Fragmento 
esperado 

(pb) 

Tm 
(°C) 

Referencia 

nifHEntero-F ACACCATTATGGAGATGG 
655 63 

Navarro-
Noya et al., 

2012 

nifHEntero-R GATGCCGAACTCCATCAG 
nifHAzo-F GACTCCACCCGCCTGATCCT 

567 60 
nifHAzo-R GATCGTATTCGATCACGGTCAT 
nifHRFZ-F TYGGCAAGTCCACCACC 

431 55 
nifHRFZ-R GCGCCATCATCTCRCCGGA 
nifD-F CGCGGCTGCGCCTAYGCMGG 

1147 64 
nifD-R GARTGCATCTGRCGGAAMGG 

 
 
 

Cuadro 4. Mezcla de reactivos de la PCR para la amplificación de los genes nifD y 

nifH 

Reactivo Concentración final 

DNA 10-100 ng 

Regulador 1 X 

Oligonucleótidos 1 pM 

dNTP’s 0.2 mM  

Polimerasa 1 U 

MgCl2 3 mM 

Agua Hasta 25 µL 

 
 

Cuadro 5. Condiciones de la PCR para la amplificación de los genes nifD y nifH 

 
Condiciones Temp. Tiempo (min) Ciclos 

Desnaturalización inicial 94ºC 7 1 

Desnaturalización 94 ºC 1 35 

Alineamiento 55-64 ºC 1 35 

Extensión 72 ºC 2.5 35 

Extensión final 72 ºC 7 1 
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4.10 Purificación y secuenciación de los productos de PCR 

Los productos de PCR amplificados se purificaron utilizando el kit de reactivos 

comerciales “DNA Clean & ConcentratorTM” (Zymo Research), y se comprobó la 

pureza mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

La secuenciación se realizó de manera automatizada, en un secuenciador ABI 

PRISM 310 Genetic Analyzer PE (Applied Biosystems). Esto fue realizado por la 

Dra. Laura Márquez del Instituto de Biología de la UNAM.  

4.11 Análisis de las secuencias obtenidas 

Las secuencias obtenidas se compararon con la librería no redundante del 

GenBank mediante una búsqueda tipo BLAST (Altschul et al., 1997). El mismo 

procedimiento se llevó a cabo para conocer la relación filogenética para los genes 

nifD y nifH. Una colección de secuencias taxonómicamente relacionadas fueron 

obtenidas de la National Center for Biotechnology Information (NCBI) Taxonomy 

Homepage‖ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html/). Las 

secuencias de DNA fueron alineadas usando CLUSTAL X (Thompson et al., 

1997), editadas y confirmadas visualmente en BIOEDIT (Hall, 1999). El programa 

MODELTEST 3.06 (Posada y Crandall, 1998) fue usado para seleccionar el 

modelo apropiado de evolución de secuencias. 

4.12 Actividad de la nitrogenasa 

La fijación de nitrógeno in vitro de las bacterias aisladas se evaluó con ensayos de 

reducción de acetileno. Los aislados se crecieron en el medio WAT4C el cuál se 

inoculó con cada uno de los posibles diazótrofos. La cepa 6A3 de Klebsiella 

variicola se usó como testigo positivo y un medio sin inóculo como testigo 

negativo. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Después de 24 h de 

incubación a 28 ºC se enriqueció con acetileno la atmósfera de los tubos a una 

concentración final de 1% por reemplazo de un volumen idéntico de aire. La 

formación de etileno por la actividad de la nitrogenasa se midió por cromatografía 

de gases acoplada a un detector de ionización de flama (Varian 3300 Gas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html/


21 
  

Chromatograph). La cantidad de etileno formado se expresó en nanomoles de 

etileno (C2H4) por hora por cultivo. 
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5.1 Aislamiento e identificación de bacterias capaces de crecer en medio sin                        

fuente de nitrógeno 

 

5.1.1 Enriquecimiento de las poblaciones de bacterias fijadoras de nitrógeno 

Para obtener a los diazótrofos heterótrofos aerobios se realizaron cultivos de 

enriquecimiento, inoculando el tracto digestivo de insectos macho y hembra en 

medio libre de nitrógeno, lo que permitió obtener 34 aislados (cuadro 6).  

 

Cuadro 6. Número de aislados con morfotipos diferentes encontrados en los 

tractos digestivos de insectos macho y hembra en ambas especies de 

Dendroctonus. 

Especie Sexo Número de aislados 

Dendroctonus rizhophagus 
Macho 10 

Hembra 9 

Dendroctonus valens 
Macho 8 

Hembra 7 

 Total 34 

 

 

 

5.1.2 Selección de posibles bacterias fijadoras de nitrógeno 

Los 34 aislados se sembraron en medio líquido libre de fuente de nitrógeno, de las 

cuales sólo 21 fueron capaces de crecer después de 3 pases (cuadros 7 y 8). 
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Cuadro 7. Morfotipo colonial y microscópico de los posibles diazótrofos del tracto 

digestivo de D. valens 

Cepa* Morfotipos coloniales** 
Morfotipos 

microscópicos 

DvMJ1  1B 
Redonda, borde entero, blanca, brillante, traslúcida, 

convexa, de 2 mm de diámetro, mucoide. 
Bacilos cortos  Gram 

negativos 

DvMJ1 1Ba 
Redonda, borde entero, blanca, brillante, traslúcida, 

convexa, de 2 mm de diámetro, mucoide. 
Bacilos cortos Gram 

negativos 

DvMJ1 2A 
Redonda, borde entero, blanca, brillante, traslúcida, 

convexa, de 1 mm de diámetro, mucoide. 
Bacilos cortos Gram 

negativos 

DvMJ1 2B 
Redonda, borde entero, blanca, brillante, traslúcida, 

convexa, de 1 mm de diámetro, mucoide. 
Bacilos cortos Gram 

negativos 

DvMJ1 4A 
Redonda, borde entero, blanca, brillante, traslúcida, 

convexa, de 1 mm de diámetro. 
Bacilos cortos Gram 

negativos 

DvMJ1 4B 
Redonda, borde entero, blanca, brillante, traslúcida, 

convexa, de 1.5 mm de diámetro. 
Bacilos cortos Gram 

negativos 

DvMJ1 6B 
Redonda, irregular, blanca, brillante, traslúcida, 

umbonada, de 1 mm de diámetro. 
Bacilos Gram 

negativos 

DvHJ1 1A 
Redonda, borde entero, incolora, brillante, traslúcida, 

umbonada, de 2 mm de diámetro, mucoide. 
Bacilos Gram 

negativos 

DvHJ1 1B 
Redonda, borde entero, incolora, brillante, traslúcida, 

umbonada, de 2 mm de diámetro, mucoide. 
Bacilos Gram 

negativos 

DvHJ1 2A 
Redonda, borde entero, blanca, brillante, traslúcida, 

convexa, de 1 mm de diámetro. 
Bacilos cortos Gram 

negativos 

DvHJ1 2B 
Redonda, borde entero, blanca, brillante, traslúcida, 

convexa, de 1 mm de diámetro. 
Bacilos cortos Gram 

negativos 

DvHJ1 5B 
Redonda, borde entero, incolora, brillante, traslúcida, 

convexa, de 1 mm de diámetro. 
Bacilos Gram 

negativos 

DvHJ1 6A 
Redonda, borde irregular, blanca, brillante, traslúcida, 

umbonada, de 1 mm de diámetro. 
Bacilos Gram 

negativos 

*Claves de los códigos de las cepas: Dv, D. valens; H, hembra; M, macho. 
**Morfotipos coloniales apreciados en placas de medio Bridges modificado sin fuente de nitrógeno 
después de 5 días de incubación a 30 °C.  

 



25 
  

Cuadro 8. Morfotipo colonial y microscópico de los posibles diazótrofos del tracto 

digestivo de D. rhizophagus 

Cepa* Morfotipos coloniales** Morfotipos 
microscópicos 

DrM5V  1A Redonda, borde irregular, blanca, 
brillante, traslúcida, cerebriforme, de 2 

mm de diámetro. 

Bacilos  Gram negativos 

DrM5V  1B Redonda, borde irregular, blanca, 
brillante, traslúcida, cerebriforme, de 2 

mm de diámetro. 

Bacilos  Gram negativos 

DrM5V 2A Redonda, borde entero, blanca, 
brillante, traslúcida, convexa, de 1 mm 

de diámetro, mucoide. 

Bacilos cortos Gram 
negativos 

DrM5V 2B Redonda, borde entero, blanca, 
brillante, traslúcida, convexa, de 1mm 

de diámetro, mucoide. 

Bacilos cortos Gram 
negativos 

DrM5V 3A Redonda, borde entero, blanca, 
brillante, traslúcida, convexa, de 1 mm 

de diámetro, con producción de 
polisacárido. 

Bacilos cortos Gram 
negativos 

DrH2V 1A Redonda, borde entero, blanca, 
brillante, traslúcida, convexa, de 1 mm 

de diámetro, mucoide. 

Bacilos cortos Gram 
negativos 

DrH2V 1B Redonda, borde entero, blanca, 
brillante, traslúcida, convexa, de 1 mm 

de diámetro, mucoide. 

Bacilos cortos Gram 
negativos 

DrH2V 4A  Redonda, borde entero, incolora, 
brillante, traslúcida, >1 mm de 

diámetro 

Bacilos largos Gram 
positivos esporulados 

*Claves de los códigos de las cepas: Dr, D. rhizophagus; H, hembra; M, macho.  
** Morfotipos coloniales apreciados en placas de medio Bridges modificado sin fuente de nitrógeno 
después de 5 días de incubación a 30 °C.  
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5.1.3 Extracción del DNA cromosómico de los aislados bacterianos 

En la figura 2 y 3 se puede observar una banda intensa de aproximadamente 20 

Kb que corresponde al DNA total de los aislados del canal alimentario de D. valens 

y D. rhizophagus. 

 

 

 

Figura 2 Electroforesis del DNA cromosómico de las bacterias aisladas del canal 

alimentario de Dendroctonus valens. 

 

 

 

 

Figura 3 Electroforesis del DNA cromosómico de las bacterias aisladas del canal 

alimentario de Dendroctonus rhizophagus. 

5.1.4 Amplificación del gen 16S rRNA 

El DNA de cada aislado se usó como molde para la amplificación del gen 16S 

rRNA. En la figura 4 y 5 se aprecian los amplicones que mostraron una talla 

aproximada esperada de 1500 pb. 
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1500 pb 

1500 pb 

 

 

 

 

Figura 4. Electroforésis en agarosa al 1% de los amplificados por PCR del gen 

16S rRNA de las bacterias aisladas del enriquecimiento en medio Bridges 

modificado de los microorganismos tracto digestivo de D. valens. Carril 1, 

marcador de talla molecular DNA 1 Kb; carriles 2-9, los amplicones de diferentes 

cepas. 

 

 

 

 

Figura 5. Electroforésis en agarosa al 1% de los amplificados por PCR del gen 

16S rRNA de las bacterias aisladas del enriquecimiento en medio Bridges 

modificado de los microorganismos tracto digestivo de D. rhizophagus. Carril 1, 

marcador de talla molecular DNA 1 Kb; carriles 2-9, los amplicones de diferentes 

cepas 
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5.1.5 Relación filogenética 

A partir de las secuencias de los genes ribosomales de los aislados del canal 

alimentario de Dendroctonus, se identificaron los siguientes géneros bacterianos: 

Rahnella aquatilis, Pseudomonas sp., Stenotrophomonas maltophilia, Pantoea 

agglomerans y Paenibacillus timonensis. En los cuadros 9 y 10, se muestra el 

porcentaje de identidad con la secuencia más próxima en el GenBank a las 

secuencias de los aislados. 

Cuadro 9. Bacterias diazótrofas asociadas al canal alimentario de D. valens. 

Cepa Grupo microbiano 
Porcentaje de similitud (%)*  

DvMJ1 1B Rahnella aquatilis 
98  

DvMJ1 1Ba Rahnella aquatilis 
99  

DvMJ1 2B Rahnella aquatilis 
99  

DvMJ1 2A Rahnella aquatilis 
99  

DvMJ1 4A  Rahnella aquatilis 
99  

DvMJ1 4B Rahnella aquatilis 
99  

DvMJ1 6B Pseudomonas sp. 
98  

DvHJ1 1A  Pantoea agglomerans 
99  

DvHJ1 1B Pantoea agglomerans 
99  

DvHJ1 2A  Rahnella aquatilis 
98  

DvHJ1 2B Rahnella aquatilis 98  

DvHJ1 5B Stenotrophomonas maltophilia 
96  

DvHJ1 6A  
Pseudomonas sp. 

 
98  

                * El porcentaje de similitud se obtuvo considerando el número de sustituciones 
                  nucleotídicas entre las secuencias analizadas dividida entre el total de pares de 
                  bases comparadas X 100.  
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Cuadro 10. Bacterias diazótrofas asociadas al canal alimentario de D. 

rhizophagus. 

Cepa Grupo microbiano 
Porcentaje de similitud (%)*  

DrM5V 1A  Pseudomonas sp. 
98  

DrM5V 1B Pseudomonas sp. 
99  

DrM5V 2A Rahnella aquatilis 
99  

DrM5V 2B Rahnella aquatilis 
98  

DrM5V 3A  Rahnella aquatilis 
98  

DrH2V 1A Rahnella aquatilis 
98  

DrH2V 1B Rahnella aquatilis 
97  

DrH2V 4A  Paenibacillus timonensis 99  

                * El porcentaje de similitud se obtuvo considerando el número de sustituciones 
                  nucleotídicas entre las secuencias analizadas dividida entre el total de pares de 
                  bases comparadas X 100.  

 

 

Así mismo en la figura 6 se muestra la topología del árbol obtenido por Neighbor 

Joining del gen 16S rRNA de los aislados bacterianos del canal alimentario de     

D. valens y D. rhizophagus.  
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Figura 6.  Árbol filogenético por Neighbor Joining del gen 16S rRNA de los aislados bacterianos del canal 

alimentario de D. valens y D. rhizophagus. Se seleccionó el modelo de Jukes-Cantor para la búsqueda del 

árbol. En los nodos se muestran los valores de bootstrap ≥50%. La barra representa el 2% de cambios entre 

las secuencias. La secuencia del gen 16S rRNA de Anabaena affinis se usó como grupo externo. 
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5.2 Amplificación y análisis de los genes nifD y nifH 

Las cepas de Paenibacillus timonensis (DrH2V 4A) y Rahnella aquatilis (DrM5V  

2A) han sido los únicos aislados a los que se les ha podido identificar el gen 

canónico nifD que codifica para la subunidad α de la molibdenoferroproteína 

dinitrogenasa. La amplificación del gen se muestra en la figura 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Electroforésis en agarosa al 1% de los amplificados por PCR  del gen 

nifD de los diazótrofos aislados de D. rhizophagus. Paenibacillus timonensis 

(DrH2V 4A) y Rahnella aquatilis (DrM5V 2A) utilizando a Klebsiella variicola (6A3) 

como testigo postivo. 

Hasta este momento, sólo se tiene secuenciado el fragmento del gen nifD de       

P. timonensis. Su secuencia se relacionó con el gen ortólogo de Paenibacillus 

graminis como se observa en el cuadro 11. 

 

Cuadro 11.  Amplificación y análisis del gen nifD  amplificado  

Cepa 
Género 

identificado 
Gen 

amplificado 
Relación 

filógenética 
 

Porcentaje  
de 

similitud 
(%) 

  

DrH2V 4A 
Paenibacillus 
timonensis 

nifD Paenibacillus graminis  97   
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5.3 Ensayo de reducción de acetileno (ARA).  

La cepa Penibacillus timonensis (DrH2V 4A)  fue capaz de reducir el acetileno a 

etileno cuando creció en un medio de cultivo con diversos carbohidratos con una 

capacidad de 6.74 nmoles de etileno/hora. Este resultado se comparó con la tasa 

de reducción del acetileno de K. variicola, especie que se utilizó como testigo 

positivo (figura 8). 

 

Figura 8.  Actividad de reducción del acetileno de Paenibacillus timonensis 

(DrH2V 4A), en el medio WATC4.  
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6.Discusión 
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Se ha demostrado que los insectos pueden adaptarse y diversificar sus hábitos 

para poder ocupar casi cualquier ecosistema en la biosfera. Una de las 

adaptaciones que ha ayudado a los insectos para colonizar la tierra es la simbiosis 

que mantienen con microorganismos que habitan fuera y dentro de su cuerpo 

(Buchner, 1965; Ishikawa, 2003).  

La asociación insecto-bacteria puede tener implicaciones importantes en la 

capacidad reproductiva de los insectos, sus interacciones en la comunidad y la 

especiación en los nichos ecológicos en los cuales estos se desarrollan (Adams, 

et al., 2010). Por ejemplo, el metagenoma del intestino de termitas es más rico en 

la diversidad de genes de fijación de nitrógeno que el del saltamontes, 

presuntamente debido a la adaptación de la termita a un sustrato rico en celulosa, 

pero pobre en nitrógeno asimilable (Shi et al., 2013). También en Reticulitermes 

chinensis (Snyder), se encontró por métodos independientes del cultivo que había 

una notable diversidad de genes nifH estrechamente relacionados con clostridios, 

espiroquetas, proteobacterias, bacteroides y arqueas metanogénicas (Du et al., 

2012). 

Los escarabajos descortezadores del género Dendroctonus han formado una 

simbiosis parasitaria exitosa con los miembros de la familia Pinaceae. Por otro 

lado, poco se sabe acerca de la diversidad, fisiología y ecología de los 

microorganismos asociados al tracto digestivo de los escarabajos que se 

desarrollan dentro de la madera y la corteza de los árboles (Brand et al., 1975; 

Bridges, 1981;  Bridges et al., 1984; Delalibera et al., 2005; Moore 1972a, b; 

Vasanthakumar et al., 2006). 

En este estudio se aislaron bacterias del tracto digestivo de insectos macho y 

hembra del género Dendroctonus con la capacidad de crecer en un medio sin 

fuente de nitrógeno. Del insecto Dendroctonus vales se aislaron 13 morfotipos 

coloniales diferentes mientras que de D. rhizophagus se aislaron 8, la mayoría de 

los morfotipos fueron similares a las de enterobacterias, está ampliamente 

demostrado que el grupo de las enterobacterias se asocia con la capacidad de 

fijación de nitrógeno en el canal alimentario de varios insectos (Bridges, 1981; 
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Pinto-Tomás et al., 2009; Potrikus y Breznak, 1977; Prabhakar et al., 2009). Todos 

los aislados fueron identificados por la secuencia del gen 16S rRNA. 

Particularmente en este estudio se encontraron bacterias identificadas como 

Pseudomonas sp., Rahnella aquatilis, Pantoea agglomerans y Stenotrophomonas 

maltophilia de D. valens y Pseudomonas sp., Rahnella aquatilis y Paenibacillus 

timonensis de D. rhizophagus. También se demostró la presencia de los genes 

nifD en R. aquatilis y P. timonensis, además en esta última se detectó la reducción 

de acetileno in vitro. 

En el caso del tracto digestivo de D. valens se han encontrado a Rahnella 

aquatilis, Stenotrophomonas maltophilia, Pantoea cedenensis y P. dispersa con 

crecimiento visible en un medio libre de nitrógeno (Morales-Jiménez et al., 2009). 

Mientras que de D. rhizophagus sólo se ha demostrado la presencia de Roultella 

terrígena como diazótrofo presente en el tracto digestivo. Y sólo a ésta última le 

fue demostrada la actividad de la nitrogenasa (Morales.Jiménez et al., 2013). 

El género Pseudomonas ya ha sido encontrado dentro del canal alimentario de 

estas y otras especies de Dendroctonus como D. frontalis y D. micans (Morales-

Jiménez et al., 2012 y 2013; Yilmaz et al., 2006; Vasanthakumar et al., 2006). No 

son frecuentes los reportes de especies de Pseudomonas diazótrofas (Young, 

1992). De hecho, muchos de los reportes de supuestas cepas de este género con 

capacidad para fijar nitrógeno fueron posteriormente reasignadas 

taxonómicamente a otros géneros dentro de las  y  Proteobacterias (Chan et al., 

1994). Sin embargo, actualmente, se ha reconocido que Pseudomonas 

azotifigens, P. stutzeri y P. diazotrophicus son capaces de fijar nitrógeno in vitro 

(Chan et al., 1994; Desnoues et al., 2003; Hatayama et al., 2005; Watanabe et al. 

1987), aunque esta última especie posiblemente será en el futuro reclasificada en 

otro género (Taylor et al., 1993). 

En el presente trabajo, las cepas de Pseudomonas sp. aisladas no pudieron ser 

identificada hasta el nivel de especie y posiblemente las pruebas de reducción de 

acetileno resultaron negativas debido a que las especies de Pseudomonas 
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diazotróficas descritas hasta este momento realizan la actividad en condiciones 

microaerofílicas (Desnoues et al., 2003; Hatayama et al., 2005), mientras que 

nuestros ensayos no se realizaron en estas condiciones. 

 Rahnella aquatilis, Stenotrophomonas maltophilia, Pantoea agglomerans  (antes 

Enterobacter agglomerans) aisladas del intestino de Dendroctonus spp. en este 

estudio, se han reportado previamente como bacterias capaces de fijar nitrógeno 

(Berge et al., 1991; Bridges, 1983; Park et al., 2005) y, por su elevada población, 

podrían ser los principales responsables de la actividad de la nitrogenasa 

detectada en insectos completos de D. valens (Morales-Jiménez et al., 2009). 

También de D. terebrans y D. frontalis se aislaron varias cepas de P. agglomerans 

que fueron capaces de reducir el acetileno in vitro (Bridges, 1981).  

R. aquatilis fue la bacteria más frecuentemente aislada y aparentemente más 

abundante en el tracto digestivo de D. valens y D. rhizophagus (Morales-Jiménez 

et al., 2009 y 2012).  

Por su parte, el género Stenotrophomonas se ha reportado en D. valens, D. 

rhizophagus y D. frontalis, entre otros insectos (Delalibera et al., 2007; Morales-

Jiménez, et al., 2009 y 2012; Vasanthakumar et al., 2007), por lo que la presencia 

de este género bacteriano hace suponer que juegan un papel importante en el 

intestino de los insectos. 

De las 128 especies descritas del género Paenibacillus, la capacidad de fijar 

nitrógeno de manera libre se ha encontrado en 23 de ellas. Estas bacterias se han 

encontrado asociados a la rizósfera y como endófitos de plantas cultivables, 

silvestres y coníferas. La presencia de los genes nif, específicamente nifH, se ha 

detectado en la mayoría de la especies diazotróficas (Ding et al., 2005; Hong et 

al., 2009; Ma et al., 2007; Ma y Chen, 2008). Sin embargo, ningún trabajo previo a 

éste ha descrito a P. timonensis asociado al tubo digestivo de un insecto 

descortezador, ni como bacteria diazotrófica. En este trabajo, se demostró con la 

presencia del gen nifD, que codifica para la sububidad α de la dinitrogenasa, y la 

capacidad para reducir el acetileno, que esta bacteria es capaz de fijar nitrógeno 
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atmosférico. La originalidad de este hallazgo, obliga a repetir el aislamiento de 

esta bacteria a partir del tracto digestivo de los descortezadores y a revisar su 

perfíl fisiológico para confirmar su identidad.  

La comparación de las secuencias de DNA del gen de la dinitrogenasa de la cepa 

con secuencias de la base de datos reveló que son muy similares a los genes de 

la molibdoferrodoxina nitrogenasa (nifD) de Paenibacillus graminis reportado como 

diazótrofo (Navarro-Noya et al., 2012).  

Podría ser que en la simbiosis con el insecto, P. timonensis juegue un papel 

secundario en la fijación de nitrógeno debido a que su población no parece ser 

muy elevada y a que mostró in vitro una baja actividad de la nitrogenasa 

comparada con K. variicola, aunque este argumento puede ser endeble si con 

experimentos posteriores se encuentran condiciones más apropiadas para esta 

actividad. 

Los trabajos hasta ahora publicados que describen las bacterias del tracto 

digestivo de miembros del género Dendroctonus concluyen que existe una 

moderada diversidad en ese hábitat (Morales-Jiménez et al., 2009 y 2012; 

Trombetta, 2005; Broderick et al., 2004). Esto y las bacterias que corresponden a 

la fracción no cultivable (aún) podría explicar la limitada diversidad de diazótrofos 

encontrada en este trabajo.  
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7.Conclusiones 
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 Se aislaron e identificaron 5 posibles bacterias diazotróficas que incluyen 

cepas de Pseudomonas sp., Rahnella aquatilis, Pantoea agglomerans, 

Stenotrophomonas maltophilia y Paenibacullus timonensis a partir del tracto 

digestivo de Dendroctonus spp. capaces de crecer en un medio sin fuente 

de nitrógeno.  

 

 Paenibacillus timonensis y R. aquatilis albergan al gen nifD que codifica 

para la subunidad α de la molibdenoferroproteína dinitrogenasa, el gen nifD 

de P. timonensis esta filogenéticamente emparentado con el gen ortólogo 

de Paenibacillus graminis.  

 

 Paenibacullus timonensis fue capaz de reducir el acetileno en el medio 

WATC4 con una capacidad de 6.74 nmoles de etileno/h. 

 

 

 Con base a la presencia del gen nifD y a la capacidad de reducir el 

acetileno podemos decir que la cepa DrH2V 4A emparentada con 

Paenibacillus timonensis es un diazótrofo. 
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8.Prospectivas 
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 Estudiar la expresión in situ de los genes de fijación de nitrógeno de las 

especies diazotróficas cultivables más abundantes del canal alimentario de 

Dendroctonus spp. 

 

 Determinar la diversidad filogenética de los genes de fijación de nitrógeno 

de la comunidad bacteriana asociada al tracto digestivo de D. valens. 

 

 

 Realizar las pruebas de reducción de acetileno con las cepas utilizando 

diversas fuentes de carbono, incuyendo azúcares diferentes de la glucosa o 

ácidos orgánicos; medios con diferentes potenciales de óxido-reducción; y 

la incorporación de 15N para revelar o confirmar la capacidad de fijar.  

 

 

 Realizar la construcción de librerías del gen nifD obtenido a partir del DNA 

metagenómico de Dendroctonus spp. 
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