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I. RESUMEN 

La salinidad en los suelos agrícolas es una adversidad que se presenta en diferentes 

puntos del planeta Tierra (Wicke et al., 2011; Shrivastava y Kumar et al., 2015) afectando 

la producción de alimentos y la economía de las naciones. A pesar de que algunas 

plantas presentan la capacidad de ser cultivadas en suelos con altas concentraciones de 

sales esta resistencia disminuye con el tiempo y con la pérdida de este tipo de plantas 

gran parte del suelo permanecería incultivable e improductivo. En una población que 

crece a un ritmo acelerado y debido a la demanda de alimentos que este crecimiento 

conlleva (OMS, 2009) es imprescindible contar con la producción de alimentos de origen 

vegetal ya que son estos los que constituyen la base de alimentación de las diversas 

sociedades. Dentro de la amplia variedad de los cultivos de plantas, la familia de las 

leguminosas ocupa el segundo lugar en importancia económica a nivel mundial (Judd et 

al., 1999, 2002); en esta familia se encuentran plantas que han sido las pioneras en 

establecer una relación positiva con el humano al ser parte insustituible en su 

alimentación desde los inicios de la civilización, leguminosas como las habas (Vicia), las 

lentejas (Lens), el maní (Arachis) y  el frijol (Phaseolus) han estado presentes desde 

tiempos remotos en la dieta de diversas civilizaciones debido a su gran aporte energético 

y el manejo relativamente fácil de este tipo de cultivos (García-Barriga & Forero, 1968). 

Dentro de las leguminosas el género Phaseolus contiene especies que son consumidas 

en todo el mundo gracias a su vasta producción y al bajo costo de la semilla a lo largo del 

año, sin embargo, los precios de esta leguminosa en ocasiones pueden incrementarse 

debido a la escases del cultivo o semillas (FAO, 2008). Es por esto que es necesario 

buscar el aseguramiento de un correcto desarrollo de este género tan importante de 

plantas para la obtención de alimentos incluso en suelos con poco potencial debido a 

altas concentraciones de sales.  

En el presente trabajo se realizó, parcialmente, una mutateca por transposición al azar 

utilizando como estrategia la conjugación biparental, involucrando a la cepa Escherichia 

coli S17.1(pUT mini Tn5-Gm) como la cepa donadora de material genético, la cual 

contiene un plásmido de entrega con un transposón con casete de resistencia a 

antibiótico gentamicina (Gm) (pUT mini Tn5-Gm) y ampicilina (Ap) este último se 

encuentra en un vector suicida (De Lorenzo et al., 1990). La cepa aceptora Ensifer sp. 

(Phaseolus filiformis) LEM 451 presenta sensibilidad a gentamicina (Gm) pero 

resistencia a kanamicina (Km). De trabajos previos (Rocha-Bonilla, Tesis de Maestría, 

2012) se conoce que la cepa Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM 451 es una cepa que 
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presenta gran tolerancia al estrés salino en cloruro de sodio (NaCl), diversos pHs y altas 

temperaturas.  

Se generaron un total de 6300 cepas mutantes las cuales fueron sometidas a una primera 

prueba cualitativa de crecimiento en medio Triptona-Levadura (TY) con dos 

concentraciones de Cloruro de Sodio (NaCl) (200mM y 300mM). Si existían deficiencias 

en el crecimiento de las mutantes se elaboró una segunda prueba de crecimiento 

(cuantitativa) para realizar el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en medio 

TY con concentraciones de NaCl (100, 200, 300, 400, 450mM). Las pruebas en 

crecimiento con NaCl arrojaron 5 candidatas (003-H1, 003-A6, 003-D11, 036-B12 y 041-

G1) a cepas mutantes sensibles al crecimiento en medio con NaCl, a estas cepas 

mutantes sensibles a sal se les aplicó un ensayo RFLP para comprobar que fueran 

mutantes de la cepa silvestre, así mismo también se les realizó la amplificación y 

digestión del casete de resistencia a Gm, finalmente estas cepas mutantes sensibles a sal 

fueron caracterizadas mediante prueba de resistencia a antibióticos y secuenciación de 

ADN obtenido por el método de PCR arbitraria y comparación del producto obtenido en 

bases de datos de Centro Nacional para la Bioinfomación mediante la herramienta 

BLASTn.  
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II. INTRODUCCIÓN 

2.1 Leguminosas 

África ha sido propuesta como el sitio de origen una de las familias más importantes de 

plantas para el ser humano: la familia Leguminosae (Raven y Polhill, 1981). Las 

leguminosas son una familia de plantas que ocupa el tercer lugar en tamaño entre las 

angiospermas. Existen alrededor de 730 géneros y cerca de 19,400 especies (Lewis et 

al., 2005; Stevens, 2009) que se presentan en diferentes formas, existen herbáceas, 

arbustos y enredaderas. Actualmente se distinguen 3 sub-familias: Mimosoideae, 

Caesaelpinioideae y Papilionoideae (Faboideae), la sub-familia Mimosoideae incluye entre 

50 y 60 géneros y unas 2,500 especies que son plantas leñosas que se encuentran en el 

trópico, sub-trópico y zonas templadas; la subfamilia Caesaelpinioideae incluye 150 

géneros y unas 2,700 especies, la mayoría son plantas tropicales leñosas y la sub-familia 

Papilionoideae incluye 429 géneros y 12,615 especies en su mayoría son plantas 

herbáceas (Forero et al., 2005; Lewis et al., 2005). 

La gran diversidad de leguminosas presentes en el mundo se utiliza de diversas maneras, 

la principal utilización es para consumo humano y animal, también se obtienen diferentes 

productos, se obtienen ceras, alcoholes, ácidos orgánicos y tintes, se utilizan como 

plantas decorativas en algunas regiones de américa del sur y gran parte de estas plantas 

se utilizan como medio de protección contra la erosión (Forero et al., 2005). En la 

actualidad el cultivo de leguminosas ha disminuido por hectárea debido a falta de técnicas 

agronómicas correctas para su cultivo y a la escases de nutrientes en suelos desgastados 

por monocultivos (COAG, 2008). 

La familia de las leguminosas se sitúa en segundo lugar por detrás de las gramíneas 

como plantas de importancia económica a nivel mundial (Judd et al. 1999, 2002). Existen 

especies que proporcionan maderas que son ampliamente utilizadas para la construcción, 

así como también especies que han proporcionado semillas como alimento al hombre 

desde tiempos ancestrales (lenteja, frijol, soya). 

Los amplios cultivos de leguminosas presentan numerosas relaciones interespecíficas y 

estas proporcionan beneficios a los organismos que interactúan con ellas, la planta Acacia 

brinda refugio a hormigas de distintas especies y la mayoría de leguminosas con flores 

son fuente de alimento para gran diversidad de insectos, así como también sus frutos y 

semillas lo son para las aves. Es imprescindible destacar que la mayoría de las 
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leguminosas pueden establecer simbiosis con bacterias fijadoras de nitrógeno, estas 

bacterias se encuentran en las raíces donde forman una estructura u órgano llamada 

nódulo desde donde llevan a cabo la función de fijación del nitrógeno, de esta manera la 

planta se ve beneficiada por el aporte constante de compuestos derivados del  nitrógeno 

atmosférico (N2) por parte de la bacteria y esta se ve beneficiada con un nicho y alimento 

de diversas sustancias que le proporciona la planta, la mayoría de bacterias con 

capacidad para nodular y fijar nitrógeno en leguminosas son microorganismos 

pertenecientes al grupo de los rhizobia, de esta manera tanto las leguminosas como los 

rhizobia en asociación simbiótica juegan un papel importante en el ciclo del nitrógeno en 

la Tierra (Burkart, 1952) y juntos representan una alternativa para reducir el consumo de 

fertilizantes nitrogenados que en severas ocasiones son mal empleados y representan 

problemas de contaminación de suelos y agua.  

2.2 Rhizobia 

La fijación biológica del nitrógeno es un proceso importante para mantener la vida en el 

planeta pues provee cerca del 70% del nitrógeno requerido por los ecosistemas naturales 

(Burns y Hardy, 1975). Debido a que el nitrógeno forma parte esencial en la estructura de 

proteínas y ácidos nucleicos es indispensable que cualquier organismo obtenga este 

elemento para su subsistencia y crecimiento, para las plantas, al no ser móviles, es 

necesario que el medio en que se desarrollan presente fuentes disponibles de nitrógeno, 

principalmente en forma de nitratos (NO3) y amonio (NH4 
+), en situaciones donde el suelo 

carece de estas formas de elementos las plantas necesitan un aporte constante de este 

tipo de nutrientes para su correcto desarrollo, en este caso la familia de las leguminosas 

son capaces de establecer interacciones beneficiosas con microorganismos que son 

capaces de proporcionar los elementos  nitrogenados que la planta necesita para su 

subsistencia y crecimiento, estos microrganismos son conocidos como rhizobia los cuales 

tienen la capacidad de tomar nitrógeno atmosférico (N2) y convertirlo a formas asimilables 

para las plantas por medio de la acción de la enzima nitrogenasa y la hidrólisis de ATP 

(adenosín trifosfato) (Alvarado, 2010). 

Los rhizobia son un grupo (sin relación taxonómica directa) de bacterias gram-negativas, 

aeróbicas, nodulantes y fijadoras de nitrógeno que se encuentran en los dos grandes 

grupos de bacterias; las alfa-proteobacterias y beta-proteobacterias, dentro de las alfa-

proteobacterias se encuentran los géneros Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, 

Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer (Sinorhizobium), Methylobacterium, Devosia, 
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Ochrobactrum, Phyllobacterium y Shinella (de Lajudie et al., 1994, 1998; Jordan, 1984; 

Jarvis et al., 1997) mientras que dentro de la clasificación de beta-proteobacteria se 

encuentran los géneros Burkholderia, Cupriavidus y Herbaspirillum la principal 

característica de este grupo de bacterias es la capacidad de generar una interacción 

interespecífica con las raíces de plantas de la familia de las leguminosas mediante un 

proceso llamado nodulación cuyo objetivo final es formar un órgano nuevo donde la 

bacteria pueda desarrollarse, por este motivo es que  también se les llama Bacterias 

Nodulantes de  Leguminosas (BNL’s), a través de este proceso las BNL’s propician la 

fijación de nitrógeno atmosférico (N2) que la planta utiliza para su desarrollo, al resultar 

ambos organismos  beneficiados de las acciones del otro este proceso es conocido como 

simbiosis, proceso que ha ocasionado que las BNL’s sean ampliamente estudiadas para 

conocer, entender y manipular su proceso de nodulación y fijación de nitrógeno (Brill, 

1981; Hirsch et al., 2001). 

 

Para que una BNL establezca simbiosis tienen que llevarse a cabo una serie de pasos, el 

primero es la síntesis de quimioatrayentes por parte de la planta hacia el suelo donde se 

encuentran las BNL’s mismos que serán detectados por estas últimas y buscarán el 

contacto con las raíces de la leguminosa para iniciar el proceso de infección y  

nodulación, dicho proceso por parte de las BNL’s involucra la acción de genes (Nod) y  

exopolisacáridos que producen estas bacterias (Fraysse et al., 2003),  el primer paso para 

llevar a cabo la nodulación consiste en ingresar a la raíz por medio de un canal de 

infección que atraviesa los pelos radicales, una vez dentro, la infección se propaga hasta 

la células del meristemo donde se lleva a cabo las divisiones celulares por parte de las 

células adyacentes al canal de infección lo que ocasiona la formación del nódulo, es 

importante mencionar que las bacterias quedan aisladas del citoplasma por una 

membrana que se deriva de la planta hospedadora que se denomina membrana 

peribacteroidal (MPB) (Garg y Renseigné, 2007). (Figura 1.2-1). 
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Figura 1.2-1 Proceso de formación de nódulos en leguminosas (Palma, 
2009) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez dentro del nódulo establecido en la planta da inicio la simbiosis la cual a pesar de 

ser una interacción facultativa que no es necesaria para la supervivencia de ambos 

organismos es promovida por la deficiencia de nitrógeno presente en la planta (Maróti et 

al., 2014). La simbiosis establecida con la planta mediante la nodulación ocasiona que las 

bacterias cambien su comportamiento y morfología una vez dentro del nódulo, es así que 

dentro del nódulo las bacterias reciben el nombre de bacteroides y es en esta forma y 

ambiente donde la enzima nitrogenasa es capaz de metabolizar el nitrógeno atmosférico 

y reducirlo a compuestos más asimilables como amonio, se estima que este proceso 

realizado por BNL’s contribuye en un 60 a 80% de la fijación biológica de nitrógeno en la 

atmósfera (Wan et al., 2006), sin embargo existen varios factores que afectan o 

imposibilitan la nodulación de la planta, Valdés et al. (2014) observaron en sus ensayos 

de simbiontes de Phaseolus vulgaris que a un pH de 4.25 y en concentraciones de 

salinidad (NaCl) con valor de 2.5% los rhizobia presentan muy poca actividad y 

supervivencia siendo así incapaces de realizar la nodulación de raíces.  

La importancia de esta interacción simbiótica no pasa desapercibida para el ser humano 

pues su estudio y aplicación en campos de cultivos podría ayudar a reducir la aplicación 

de fertilizantes sintéticos y con esto disminuir los costos de producción. En Brasil se han 

aplicado cultivos inoculados con cepas del género Bradyrhizobium, la cual ha logrado 

remplazar completamente el empleo de dichos fertilizantes obteniendo como resultado el 

ahorro de grandes cantidades de dinero que anualmente se emplean en estos 
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fertilizantes, Moreira et al (2012) estiman en de que un cultivo de 57 millones de toneladas 

de soya se ahorra mediante el uso de esta tecnología cerca de 3.3 millones de dólares. 

2.2.1 Genero Énsifer/Sinorhizobium 
Casida (1982) describe la morfología y el ciclo de vida de una bacteria presente en el 

suelo, a través de sus estudios describe las principales características de esta bacteria: 

gram negativa, bacilar, aeróbica, movilidad mediante flagelos, óptimo crecimiento de 20 a 

37°C, crecimiento en medios con sal (1% a 4.5%) y pH (6 a 8), forma colonias circulares, 

convexas y semitranslúcidas con producción de exopolisacárido, es así que Casida 

nombra a esta bacteria Ensifer adhaerens siendo Ensifer un nuevo género. Más tarde 

Cheng et al., (1988) acuña el termino Sinorhizobium para describir a una especie 

perteneciente al género Ensifer, esto da lugar a una gran controversia que sigue presente 

hasta hoy puesto que el género es considerado como el mismo Ensifer/Sinorhizobium.  

Young (2003) propone el término Sinorhizobium para describir a las bacterias que 

presentan las características que Casida previamente había descrito, sin embargo, a 

través de investigaciones se rectifica que el nombre Ensifer es prioritario para nombrar a 

estas bacterias pues este fue el primero en ser utilizado. 

2.3 Salinidad en suelos de cultivo 
El exceso de diversas sales (NaCl, MgSO4, MgCl etcétera) en suelos cultivables hace que 

estos pierdan su fertilidad y la capacidad para ser explotados por diversos organismos 

pues dicho exceso aumenta la cantidad de iones disueltos cuando el suelo es irrigado (de 

La Peña y Pueyo, 2012), esto provoca cambios en los gradientes de concentración 

ocasionando que  las plantas presenten dificultades para absorber el agua por medio de 

las raíces lo cual lleva a pérdida y disminución en la asimilación de los nutrientes 

(SEMARNAT, 2009; Martínez et al., 2011 ) sobre todo en zonas donde la evaporación 

superficial y la cantidad de agua absorbida por parte de las plantas es mayor que la que 

se precipita (Fernández et al., 2014), así mismo el exceso de salinidad afecta la actividad 

microbiana presente en los distintos sustratos, estos microorganismos en ocasiones están 

en contacto directo con las raíces de las plantas y pueden  llegar a establecer relaciones 

con estas representando así un beneficio puesto que la planta logra obtener un desarrollo 

óptimo, crecimiento y producción de fruto con esta interacción biológica (FAO, 2009).   

Diversos cultivos se ven afectados en su desarrollo y crecimiento por el incremento en la 

salinidad de los suelos (Figura 1.3-1) (Wicke et al., 2011; Munns, 2004). Tan solo en 



Benemérita Universidad Autónoma de Puebla 

Septiembre de 2016 

 

  
Página 8 

 
  

Figura 1.3-1 Desarrollo vegetal vs concentración de 
sales en suelo (Presión osmótica) (Mata-Fernández  
et al., 2014). 

México la mayoría de cultivos son sensibles a la salinidad y su rendimiento baja 

considerablemente cuando son cultivados en medios con altas concentraciones de sal 

(Zahran, 1999; Barkla et al., 2007); estos cultivos son fuente de ingresos económicos, así 

como principal fuente de alimentación para familias. La Organización de las Naciones 

Unidas para la Alimentación y Agricultura (1998, 2000) menciona que cerca de 831 

millones de hectáreas a nivel mundial permanecían afectadas por la salinidad y como 

resultado se ha ocasionado una creciente demanda de nuevos sitios de cultivos que 

llevan a la deforestación de zonas para ser utilizadas para cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

Un factor importante que contribuye a la salinidad de los suelos es el uso incorrecto e 

indiscriminado de fertilizantes químicos pues ha ocasionado que terrenos con suelos 

aptos para el cultivo pierdan esta capacidad y queden inhabilitados durante mucho tiempo 

sin posibilidad de ser remediados en cortos periodos de tiempo, esto hace difícil el 

desarrollo de plantas para su uso agronómico y el establecimiento de una continua 

producción de alimentos. 

La irrigación mediante sistemas de riego con aguas que provienen del subterráneo 

también ha contribuido en gran medida a generar suelos salinos pues estas aguas 

contienen iones como: sodio, calcio, magnesio y potasio, los cuales se quedan presentes 

en el suelo una vez que el agua se ha evaporado ocasionando su acumulación en 

cantidades excesivas, este proceso se ha denominado salinización por irrigación (Smith y 

Smith 2007; Lanztke et al., 2007) y  da lugar a la formación de diversos compuestos 

salinos cuyo orden de impacto son: cloruro de sodio (NaCl), sulfato de calcio (CaSO4), 
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Tabla 1.3-1 Clasificación de los suelos en base a su conductividad 
eléctrica y uso para cultivos. (Montico, 2007). 

bicarbonato de calcio (CaHCO3), cloruro de magnesio (MgCl2) y bicarbonato de magnesio 

(Mg(HCO3))2 

Para lograr determinar si un suelo es apto para el desarrollo de cultivos se han propuesto 

diversos métodos para medir la salinidad presente en suelos de los cuales el valor de la 

conductividad eléctrica (CE) es la más empleada. La CE tiene por unidades los milimhos 

por centímetro cubico (mmhos/cm3) o decisiemens por metro (dS/m) (Barsuto et al., 

2008). Este valor de CE es proporcional a la temperatura del medio puesto que a mayor 

temperatura existe mayor conductividad, de esta manera los suelos pueden ser 

clasificados en base a su valor de CE y su utilidad para cultivos (Tabla 1.3-1). La CE 

indica la velocidad con la que la corriente eléctrica atraviesa una solución salina y esta 

medida es proporcional a la concentración de sales en dicha solución (Fernández et al., 

2014). Para combatir los problemas que representan los  suelos salinos se han propuesto 

diversos mecanismos para neutralizar o bajar las concentraciones de ciertos iones que 

vuelven a un suelo improductivo, Ruvalcaba et al., (2006) utilizan extractos de plantas de 

frijol y maíz que se presume reaccionan con los iones ocasionando que la conductividad 

del suelo disminuya, así mismo establece pruebas en medios líquidos con cloruro de 

sodio y extractos de frijol donde obtiene una disminución significativa de la CE. 

 

 

 

 

 

 

Como se mencionó anteriormente las plantas no son las únicas afectadas por las altas 

concentraciones de sales en el suelo. Los diferentes tipos de microorganismos también 

ven afectado su rendimiento y supervivencia, dentro de estos microorganismos los más 

importantes son los Rhizobia, los cuales son en muchas ocasiones indispensables para la 

supervivencia y correcto desarrollo de los cultivos, estos microorganismos ven disminuida 

o incluso anulada su capacidad de interacción por la concentración de sales (Penttinen et 
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al., 2013), a pesar de que algunos miembros del genero Rhizobium poseen genes que 

ayudan al establecimiento de una simbiosis efectiva (Nogales et al., 2001) la mayoría de 

microorganismos no tolera el medio con alto estrés osmótico cuyo efecto principal provoca 

el cambio en la morfología de las bacterias, deshidratación de las mismas y finalmente su 

muerte (Elboutahiri, et al, 2010). 

2.4 Plásmidos 

Los plásmidos son estructuras de ADN de doble hélice cerradas o circulares, tienen la 

particularidad de estar fuera del cromosoma y que se pueden replicar de manera 

independiente del ADN genómico. Tienen una longitud que varía desde unos pocos hasta 

algunos cientos de kilobases (Kb), contienen genes que son necesarios para el 

mantenimiento y replicación del mismo plásmido, algunos contienen genes que controlan 

una herencia estable como lo es para establecer la transferencia de una copia del 

plásmido mediante una conjugación bacteriana (Novick, 1981). 

Los plásmidos no contienen genes que sean necesarios para el mantenimiento y la 

supervivencia de la bacteria, su ausencia no implica la muerte de la bacteria, pero su 

presencia provee beneficios adicionales como resistencia a algunos antibióticos e incluso 

tolerancia a temperaturas y valores extremos de pH. Los plásmidos más pequeños 

contienen solo algunos cientos de pares de bases y por lo general esto involucra un solo 

gen, los plásmidos más grandes contienen en su secuencia de 500 a 1000 genes y 

presentan al igual que los cromosomas una estructura de superenrrollamiento, en 

ocasiones dicho superenrrollamiento ocasiona que la estructura circular del plásmido se 

torne en una linear. Diversos plásmidos de distintos tamaños, estructuras y funciones 

pueden convivir dentro de una misma bacteria (Lehninger, 1981). 

2.5 Transferencia de material genético (ADN) en bacterias 

Los mecanismos por los cuales una bacteria logra obtener una diversidad genética son 

diversos y se extienden desde aquellos donde solo se necesita una bacteria en estado 

competente en medios con presencia de ADN exógeno (principalmente plásmidos) hasta 

aquellos métodos donde se involucran un segundo o tercer participante (conjugación y 

transformación), estos mecanismos son llamados de transferencia horizontal (bacteria-

bacteria) de material genético debido a que son dos organismos sin parentesco los que 

realizan o participan en la transferencia de material genético (Llosa et al., 2005). 
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Las bacterias adquieren material genético principalmente mediante tres mecanismos: 

a. Transducción  

El fenómeno de transferencia de material genético por transducción involucra a tres 

organismos, dos bacterias y un virus, el proceso inicia cuando el virus (bacteriófago) 

inserta su material genético dentro de la bacteria (donadora) para llevar a cabo su ciclo de 

reproducción, la entrada de material genético de origen viral en ocasiones propicia la 

separación y ruptura del ADN de la bacteria, el material genético de origen viral se 

apodera de la maquinaria metabólica de la bacteria y produce copias de sí mismo además 

de cápsides proteicas para generar nuevos virus, este proceso es denominado Ciclo 

Lítico, al generar nuevos virus algunos de ellos incorporan dentro de su cápside proteica 

material genético de la bacteria, este material genético de origen bacteriano viaja dentro 

del virus y ocasionalmente el virus buscará un nuevo hospedero (bacteria) para llevar 

acabo su reproducción, el virus inserta el material genético de origen bacteriano y 

mediante una recombinación de sitios homólogos con el ADN de la bacteria “hospedera” 

se puede generar una nueva cepa que obtenga algún gen que favorezca su supervivencia 

en distintas condiciones adversas (Lehninger, 1981). 

b. Transformación 

La transferencia de material genético por medio de transformación solo involucra una sola 

bacteria, dicha bacteria necesita estar en un estado competente, esto quiere decir que 

necesita estar en un ambiente favorable donde se facilite la entrada de material genético 

del exterior (material genético exógeno), usualmente el material genético resulta ser un 

plásmido que se encuentra en el medio que rodea a la bacteria, las bacterias que logran 

incorporar ADN o plásmidos exógenos son llamadas transformantes y en ocasiones los 

plásmidos adquiridos confieren resistencia a uno o más antibióticos.  

c. Conjugación  

El método de conjugación para la transferencia de material genético involucra la unión 

física de células bacteriales, esta unión puede ser observada mediante microscopia 

electrónica, durante la unión de las dos bacterias se lleva acabo el intercambio de material 

genético, la bacteria “donadora” posee genes que codifican para la formación de la 

estructura denominada “pili sexual”, mediante esta estructura se lleva a cabo el traspaso 
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del material genético el cual usualmente es un plásmido, aunque también existe la 

posibilidad de que la bacteria tenga la capacidad de transmitir una copia de su 

cromosoma, esta bacteria donadora también es llamada F+ , la bacteria que recibe el 

material genético, ya sea plásmido o una copia del cromosoma, actúa como “recipiente” y 

es representada con el símbolo F- , los símbolos con los que se representan este tipo de 

bacterias usualmente atienden a si son capaces de establecer contacto físico e iniciar la 

transferencia de material genético (F+) o si no presentan dicha capacidad (F-) (Griffiths et 

al., 2005).  

Las bacterias “donadoras” (F+) poseen el plásmido F que es un segmento de ADN circular 

de aproximadamente 100 kb (Firth et al., 1992) que contiene en su secuencia los genes 

que codifican para el origen de replicación (Ori t) (Llosa et al., 2005) y  la formación del pili 

sexual el cual establece contacto con la bacteria “recipiente” y actúa como puente para 

que la información genética sea transferida o “bombeada” desde la célula “donadora” 

(Llosa et al., 2002), así es como bacterias F+ son capaces de transmitir el material 

genético a bacterias que funcionan como recipientes F-, una vez que una bacteria posee 

dicho plásmido en ocasiones también adquiere la capacidad de transmitir material 

genético a otras bacterias (Watson et al., 2004). 

2.6 Transposones o elementos genéticos transponibles (EGT) 

Dentro de los genomas de los diferentes seres vivos en este planeta se encuentran 

secuencias de ADN que tienen la particularidad de poder replicarse e insertarse en 

diferentes posiciones del genoma (Judson et al., 2000; Hamer et al., 2001) estos son los 

elementos genéticos transponibles también llamados transposones o genes “saltarines”, 

están presentes en la mayoría de los genomas de los organismos del planeta desde el 

genoma humano donde cerca de 50% de su material genético son transposones hasta el 

maíz en el cual este tipo de componentes ocupa un 90% de su material genético. Los 

transposones fueron descubiertos por vez primera dentro de los componentes genéticos 

del Maíz por la Dra. Bárbara McClintock (1950), sin embargo no es hasta después que 

estos elementos son propiamente reconocidos en bacterias por tener la capacidad de 

“saltar” o insertarse en distintas posiciones del genoma. 

Los transposones dentro de las bacterias pueden transponerse dentro del cromosoma 

principal o pasar a los plásmidos (San Miguel, 1996). Los transposones pueden ser 

clasificados dentro de dos tipos, aquellos que necesitan la acción de una transcripción 
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Figura 1.6-1 Esquema que muestra las diferencias entre un 
transposón simple y un transposón compuesto (Tn) (Rojas, 
2012)  

inversa y otros donde no es necesario llevar a cabo una transcripción inversa, son 

llamados Retrotransposones y Transposones ADN respectivamente. 

Para que se presenten los movimientos de inserción del transposón a lo largo del genoma 

es necesario que se lleve a cabo una recombinación homóloga entre las secuencias de 

ADN en los extremos del transposón y el ADN de la célula hospedera, las secuencias que 

se encuentran a ambos lados del transposón son llamadas secuencias de inserción (IS), 

dichas secuencias son las que facilitan la inserción del transposón dentro de regiones de 

ADN hacia nuevos sitios. Las IS son secuencias cortas de ADN que se encuentran 

flanqueando al transposón y a menudo contienen la información para codificar la enzima 

“transposasa”, la cual lleva a cabo la acción de transposición, las secuencias de inserción 

poseen como principal característica ser secuencias repetidas e inversas, estos son 

componentes normales de diversos cromosomas o plásmidos de bacterias. 

Los transposones pueden presentar elementos autónomos y elementos no autónomos. 

Los elementos autónomos tienen repeticiones invertidas en sus extremos y el gen que 

codifica para la enzima transposasa, es por esto que no necesitan de ningún otro factor 

externo para su inserción en distintas partes del genoma, por otro lado, los elementos no 

autónomos no contienen la secuencia que codifica para la enzima transposasa lo que 

ocasiona que se queden fijos en su sitio. 

Cuando los transposones se mueven a menudo no muestran selectividad por un sitio 

específico al cual anclarse, esto da como resultado que puedan insertarse en lugares 

donde la secuencia de un gen sea interrumpida y por tanto el gen se quede inactivo. Este 

tipo de transposiciones son las principales causas de las mutaciones (Tomcsanyi et al., 

1990).  
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2.6.1 Transposones ADN 

Este tipo de transposones contienen en su secuencia regiones que sirven como  sitios de 

recombinación y genes que codifican proteínas que participan en el proceso de 

recombinación, los sitios de recombinación están presentes en los extremos del 

transposón, estas secuencias repetidas invertidas cumplen la función de anclaje al ADN 

para la recombinación, usualmente contienen de 16 a 40 pares de bases, la enzima 

responsable de la transposición es llamada transposasa, esta es la encargada de realizar 

el salto hacia otros lugares del código genético a través de cortes de escisión e inserción, 

además de genes para inserción los transposones ADN pueden contener otras 

secuencias que codifican para proteínas que pueden regular la transposición o que 

proveen alguna ventaja selectiva para su hospedero, por ejemplo diversos transposones 

ADN de bacterias contienen genes que codifican para proteínas que promueven 

resistencia a uno o varios antibióticos, (Watson et al., 2004) las bacterias que poseen esta 

resistencia por medio de los transposones son clasificadas dentro de la familia Tn (Figura 

1.6-1), la habilidad de los elementos genéticos transponibles para insertarse 

deliberadamente en el ADN ha ocasionado su estudio y modificación para su uso como 

agentes mutagénicos en la biología experimental principalmente en combinación con los 

plásmidos (Pray, 2008; Muñoz-Lopez y García Pérez, 2010). 

2.6.2 pUT-MiniTn5 

La mutagénesis insercional mediada por transposones utilizados como vectores de 

entrega en cuyas secuencias se encuentran genes de resistencia a antibióticos (utilizados 

como genes reporteros) se han vuelto una gran herramienta en el repertorio de las 

técnicas para la genética molecular logrando de esta manera la pérdida o ganancia de 

funciones en genomas bacterianos (Reznikoff et al., 1999, Reznikoff, 2003; Cebolla et al., 

2010), existiendo así gran variedad de elementos transponibles que  han sido bien 

estudiados (White et al., 2004). Debido a la alta efectividad que poseen estos 

transposones para insertarse a lo largo del ADN, a su fácil visualización y comprobación 

de resultados estos transposones han tenido en los últimos 15 años a la bacteria 

Escherichia coli como “hospedero” o portador de dicho material. Dentro de la amplia gama 

de transposones el Tn5 ha sido ampliamente utilizado para la producción de mutaciones 

al azar en diversos modelos de estudio (Tomcsanyi et al., 1990;71Goryshin et al., 2000; 

Reznikoff et al., 2014; Ruiz et al., 2013) y así obtener información acerca de la función de 

determinados genes. El Tn5 es un transposón que tiene la capacidad de insertarse en el 
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genoma y causar la interrupción de un gen, inactivando su función, a pesar de su gran 

eficacia para el trabajo molecular el Tn5 contiene dentro de su secuencia el gen que 

codifica para la enzima transposasa (Reznikoff, 1993), la cual le permite al transposón 

insertarse en diversos sitios del genoma en repetidas ocasiones lo cual resulta 

contraproducente cuando se busca trabajar sólo con un evento de mutación, otras 

dificultades en el uso del Tn5 han sido que una vez dentro del genoma bacteriano 

funciona como inmunizante y no permite la inserción de un segundo transposón, así 

mismo su estabilidad no está garantizada pues su remoción presenta la reversión de la 

cepa a su estado silvestre, en consecuencia se derivó una segunda herramienta genética 

del Tn5 que fuera capaz de resolver los problemas que presentaban la utilización del Tn5, 

es así como De Lorenzo et al., en 1992 desarrollan el transposón: mini-Tn5 (Herrero et 

al.,1990). 

El pUT-mini Tn5 es un plásmido de entrega de aproximadamente 5.2Kb  que contiene un 

transposón (mini-Tn5) que puede contener los genes (casetes) que confieren resistencia a 

diferentes antibióticos (ej. estreptomicina, gentamicina), la región del transposón (EGT) 

mini-Tn5 tiene la particularidad de ser capaz de insertarse al cromosoma bacteriano 

mediante el plásmido de entrega pUT, esto es posible mediante la actividad de una 

transposasa que esta codificada en el gen tnp, esta transposasa se encuentra codificada 

en CIS en el plásmido pero no forma parte del elemento mini-Tn5, lo cual impide que el 

transposón se inserte en otra parte del genoma una vez que se ha establecido. Otros 

componentes del plásmido son un origen de replicación oriR6k, el cual es dependiente de 

la proteína Lambda pir, en este segmento se encuentra codificado un gen de resistencia a 

ampicilina, este gen no se transcribirá en bacterias que no tengan capacidad de sintetizar 

dicha proteína, por lo tanto la resistencia a el antibiótico no se manifestará,  así mismo 

posee un sitio de movilización mobrp4 que le brinda la capacidad al plásmido de ser 

transferido sin ayuda de una tercera cepa (helper)(Cebolla et al., 2010). 

Al ser derivado del Tn5 el mini-Tn5 es utilizado principalmente por tres aspectos que lo 

hacen efectivo: el mini-Tn5 presenta 1) alta frecuencia de trasposición en diferentes 

bacterias gram-negativas con 2) pequeñas secuencias blanco de transposición además 

de que 3) al llevarse a cabo la inserción del mini-Tn5 dentro del genoma este presenta 

gran estabilidad una vez que se inserta. Los transposones mini-Tn5 han simplificado la 

generación de mutantes por inserción y la introducción de fragmentos de ADN al 
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cromosoma de una gran diversidad de bacterias gram-negativas incluyendo bacterias 

entéricas y bacterias típicas del suelo (Llamas et al., 2000).  

Existen diversos transposones mini-Tn5, cada uno posee uno o varios diferentes genes 

de resistencia a antibióticos que funcionan a manera de genes reporteros, los 

transposones mini-Tn5 actúan en conjunto con los plásmidos (plásmidos de entrega), uno 

de los plásmidos más empleados es el pUT, es así que en conjunto el pUT-mini-Tn5 es 

utilizado como herramienta genética gracias a su gran estabilidad y alta cadencia de 

resultados (de Lorenzo y Timmis, 1994; de Lorenzo et al.,1998). 

Los vectores pUT mini-Tn5 son usados para insertar cualquier fragmento de ADN  dentro 

del cromosoma de bacterias gram negativas mediante la clonación de la región mini-Tn5, 

debido a que la región tnp se encuentra fuera del transposón esta se pierde en cuanto se 

lleva a cabo la inserción y solo se genera un evento de transposición por cada cepa 

presentando así gran estabilidad al integrarse al cromosoma bacteriano además de que la 

inserción es transmisible a las células hijas (De Lorenzo et al., 1990). 

El uso de los vectores pUTmini-Tn5 ha cobrado gran importancia para la manipulación 

genética y el avance en la ingeniería genética en bacterias, principalmente en su 

aplicación para generar mutagénesis insercional. Existen estudios donde el empleo del 

transposón mini-Tn5 ha presentado alta eficacia para generar una gran cantidad de cepas 

mutantes de diversas bacterias, Overhage et al. (2007) reporta la gran estabilidad del 

transposón al trabajar con la bacteria Pseudomonas aeruginosa, por otro lado Cortés 

(2008) destaca la eficacia del transposón mini-Tn5 para generar mutaciones aleatorias en 

el genoma de Pseudomonas putida, inclusive los alcances y aplicaciones de esta 

herramienta para mutagénesis insercional van más allá de simplemente generar una 

banca de mutantes Leprince et al. (2012) emplea el mini-Tn5 como aerodinamizador  

(recortar la longitud de un genoma) del genoma de Pseudomonas putida. En el campo de 

la medicina el mini-Tn5 ha sido utilizado para obtener cepas patógenas mutantes que 

presenten deficiencias en su crecimiento para ser utilizadas como vacunas (Leung et al., 

1997). 

 

 

 



Benemérita Universidad Autónoma de Puebla 

Septiembre de 2016 

 

  Página 
17 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.7 Justificación 

Debido al amplio deterioro de los suelos de cultivos ocasionado por altas concentraciones 

de sal y a los bajos rendimientos de cultivos de leguminosas que se obtienen de estos 

suelos es demandante que los microorganismos que forman simbiosis con estas plantas 

sean capaces de sobrevivir en estas condiciones, es por ello que es de suma importancia 

obtener conocimientos de los posibles genes que codifiquen proteínas que asistan a la 

supervivencia del microorganismo a estas condiciones.  

Encontrar mecanismos que hacen de Ensifer sp (Phaseolus filiformis) LEM451 una cepa 

tolerante a sal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.1 Esquema del plásmido pUT/mini-
Tn5Gm. (Junker et al., 1990). 
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III. HIPÓTESIS-OBJETIVOS 

 

3.1 Hipótesis 

 Se podrá caracterizar a las cepas mutantes que resulten ser sensibles a salinidad 

mediante la información obtenida de los genes que hayan sido interrumpidos. 

 

 

3.2 Objetivo General 

 Formar parcialmente una banca de mutantes de la cepa Ensifer sp. (Phaseolus 

filiformis) LEM451 y caracterizar las mutantes que resulten ser sensibles a la 

NaCl. 

 

3.3 Objetivos Particulares 
o Crear una banca parcial de mutantes de la cepa Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) 

LEM 451 empleando el método de conjugación biparental utilizando el plásmido 

pUT-miniTn5-Gm 

o  Realizar pruebas de tolerancia a NaCl en medio TY con distintas concentraciones 

a la banca de mutantes resultantes de la conjugación. 

o Caracterizar las mutantes sensibles a NaCl mediante la secuenciación de la región 

de ADN interrumpida por el transposón y búsqueda de secuencias similares en 

NCBI. 
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS 

Material biológico: La cepa silvestre utilizada pertenece a la colección del cepario del 

Laboratorio de Ecología Molecular del Centro de Investigación en Ciencias 

Microbiológicas ICUAP-BUAP, esta cepa fue aislada de nódulos de plantas de Phaseolus 

filiformis en Baja California Sur, en la Bahía Santa María, playa Guadalupe, Los Cabos 

con ubicación 22°55’51.5” al norte, 109°48’55.3” al oeste y 9.5 msnm (Cuéllar-Sánchez, 

2011).  

La cepa Escherichia coli S17.1 (pUT-miniTn5-Gm) es una cepa que posee el plásmido 

pUT-miniTn5-Gm mismo que le confiere resistencia a gentamicina, además de poseer una 

segunda resistencia a ampicilina en un vector suicida, debido a su origen de replicación 

es dependiente de una proteína específica, esta cepa fue amablemente proporcionada 

por el Dr. Jesús Muñoz Rojas.  

Objetivo 1: Conjugación biparental - Escherichia coli S17.1 y Ensifer sp. (Phaseolus 

filiformis) LEM 451 

4.1 Condiciones y medios de crecimiento  
Para llevar a cabo la conjugación biparental la cepa donadora (Escherichia coli S17.1) se 

incubó en 5ml de medio Luria Bertani (LB) (Anexo 1) adicionado con gentamicina a 10 

µg/ml, por otro lado, la cepa aceptora (Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM 451) se 

incubó en 10 ml de medio triptona-levadura (TY), ambas cepas se incubaron en agitación 

(180rpm) a 30°C por un periodo de 24 h. 

4.2 Condiciones de conjugación  

Transcurridas 24h aplicó centrifugación ambas cepas: E. coli S17.1 a 640 X g durante 3 

minutos y Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEMM 451 a 1200 X g durante 5 minutos, al 

obtener el pellet de cada cepa este se resuspendió en 5ml y 3ml, respectivamente de 

sulfato de magnesio (MgSO4). En un tubo eppendorf se agregó en proporción 1:5  las 

cepas Escherichia coli S17.1 (pUT-miniTn5-Gm) y Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM 
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451, respectivamente, se centrifugó el contenido a 640 X g durante 3 minutos, se 

resuspendió el pellet que se obtuvo de esta centrifugación con 50 µl de MgSO4, mismos 

que se colocaron sobre una placa de medio TY sólido, una vez seco esta dilución se 

incubó a 30°C durante 24 horas en condiciones de humedad, junto con estas placas de 

incubación se colocaron otras dos placas con ambas cepas sin conjugar que sirvieron 

como controles. 

 

4.3 Recuperación de conjugación y diluciones empleadas 

Después de las 24 horas de conjugación se recuperó el tapete celular y las cepas control 

con el empleo de una espátula estéril, se solubilizaron en medio TY; a partir de este pie 

de cultivo se elaboraron diluciones seriadas en base 10 (100-103) teniendo un total de 4 

diluciones por ensayo de conjugación más las dos cepas control sin diluciones. Se 

inocularon 200 µl de las diluciones obtenidas por sembrado masivo con ayuda de una 

varilla de vidrio estéril sobre placas con medio de selección TYRF (Triptona-Levadura-

Rojo de Fenol) adicionado con gm 10 µg/ml y Km 20 µg/ml, es sobre este medio donde 

únicamente fueron capaces de crecer aquellas mutantes a las cuales se les insertó el 

transposón con resistencia a gm.  Se sembraron un total de 10 placas por ensayo de 

conjugación: 1 placa con disolución 100, 4 placas con disolución 101, 4 placas con 

disolución 102 y 1 placa con disolución 103. Estas placas fueron incubadas a 30°C durante 

48 horas para permitir el crecimiento de las UFC’s mutantes. Las dos placas de cepas 

control fueron incubadas por 24h para observar crecimiento y descartar posibles 

contaminantes. 

4.4 Selección y contra selección de transconjugantes 

La frecuencia de conjugación de estas dos cepas es de 3 x 104 (Rocha-Bonilla, tesis de 

doctorado, 2014), las UFC’s resultantes fueron sometidas a prueba de contra selección en 

placas de medio TY adicionado con ampicilina 100 µg/ml. Las cepas mutantes que no 

presentaron crecimiento en placa con TY-Ap fueron almacenadas en placas multipozos en 

glicerol al 25% a -80°C para su preservación y posterior evaluación a estrés salino. 

Objetivo 2:  Evaluación de crecimiento a estrés salino 

4.5 Pruebas de crecimiento en sal de cepas mutantes. 
Se realizó una prueba cualitativa de tolerancia a la salinidad empleando un replicador de 

colonias, cada cepa mutante fue puesta a crecimiento en medio TY con NaCl a 
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concentraciones de 200 mM y 300 mM; las mutantes fueron incubadas durante 6 días 

(Wei et al., 2004) y su crecimiento fue registrado y evaluado por periodos de 24 horas se 

realizó la comparación de crecimiento empleando medio TY sin sal.  

4.6 Evaluación cuantitativa de crecimiento de transconjugantes sensibles a sal 

Las cepas mutantes que presentaron un déficit de crecimiento en medios salinos con 

respecto a la cepa silvestre (Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM 451) en las dos 

concentraciones de sal empleadas (200 mM y 300 mM) fueron cuantificadas por medio 

del ensayo drop plate. Se cuantificaron las posibles mutantes con sensibilidad a sal en 

medio TY con concentraciones de NaCl (200 mM, 300 mM, 400 mM y 450 mM), se llevó a 

cabo el conteo de UFC´s por triplicado en diluciones desde 100 hasta 107 obteniendo un 

total de 8 concentraciones a evaluar por cada cepa candidata. 

 4.6.1 Ensayo Drop Plate: 

 

i. Incubación  

Las cepas mutantes de interés, con déficit de crecimiento en medio con NaCl, fueron 

incubadas en medio TY a 30°C -180rpm durante 24h. 

ii. Ajuste de densidad óptica (D.O.) 

Las cepas mutantes se ajustaron a una D.O.600 inicial de 0.05, se incubaron a 30°C a 180 

rpm hasta obtener una lectura en el espectrofotómetro (Jenway 6305 Spectrophotometer) 

de D.O.600 de 0.5 pues en esta densidad la cepa Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM 451 

se encuentra en la etapa de crecimiento exponencial temprano, esta fase es alcanzada 

aproximadamente en 7h. 

iii. Diluciones y cantidades 

Al obtener a las cepas transconjugantes de interés en una D.O.600 de 0.5 se hicieron 

diluciones en base 10 (100-107) de estas diluciones se tomó un volumen de 10 µl para 

colocar sobre placas Petri con medio de cultivo TY con distintas concentraciones de NaCl 

(200 mM, 300 mM, 400 mM y 450 mM), el ensayo se llevó a cabo por triplicado, una vez 

que el volumen fue puesto sobre el medio este se dejó secar y finalmente las placas 

fueron incubadas a 30 C° durante 24 h para realizar el conteo de las UFC mutantes. 
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Figura 4.2.4 Perfil de temperaturas utilizado para la amplificación del casete 

de resistencia a Gm del transposón mini Tn5, Iniciadores utilizados: aacC1R 

y aacC1F. 

4.7 Extracción de ADN plasmídico y genómico: 

Los siguientes kits fueron utilizados para la extracción de material genético de las cepas 

mutantes sensibles a sal y para la extracción de plásmido de la cepa Escherichia coli 

S17.1 (pUT-miniTn5-Gm), el procedimiento seguido fue el mismo de las instrucciones del 

fabricante. 

ADN genómico: Wizard Genomic ADN Purification Kit (Promega) 

ADN plasmídico: Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen Corp.) 

4.8 Amplificación de casette de resistencia a gentamicina 
A manera de comprobación se llevó a cabo una PCR para amplificar el casete de 

resistencia a gentamicina de las cepas mutantes que presentaban sensibilidad a NaCl, los 

perfiles de temperaturas de la reacción se muestran en la figura 4.2.3. Se utilizaron los 

iniciadores aacC1F (5´-TCC ATG GCT GCT CTTG-3´) y aacC1R (5´-ACC TGG CGG CGT 

TGT GAC-3´) (Rocha-Bonilla, tesis de doctorado, 2014) en concentración de 20 pmol/ml. 

El volumen total de reacción fue de 25 µl por cada muestra consistiendo en lo siguiente: 

0.75 µl de MgCl2, 0.5 µl de nucleótidos trifosfato (dNTPs), 2.5 µl amortiguador de enzima, 

18.12 µl de H2O, 0.12 µl enzima Taq Polimerasa (Biorad) y 1 µl de cada iniciador. 

 

 

 

 

 

 

Objetivo 3: Caracterización de cepas mutantes sensibles a NaCl 

4.9 Pruebas moleculares a cepas mutantes sensibles a NaCl  

Las cepas mutantes que presentaron una disminución en su crecimiento en medios con 

distintas concentraciones de NaCl y que fueron evaluadas cuantitativamente fueron objeto 

de la prueba molecular de análisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de 

restricción (RFLP) para determinar si efectivamente eran mutantes de la cepa Ensifer sp. 
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Figura 4.10-1 Perfil de temperaturas utilizado para la amplificación 

del gen rpoB. Iniciadores utilizados: rpoB83F y rpoB1061R. 

Tabla 4.10.1 Especificaciones de las enzimas utilizadas 

para la pruebe RFLP 

(Phaseolus filiformis) LEM 451 además fueron caracterizadas mediante PCR arbitrarias, 

secuenciación de ADN y búsquedas de secuencias en NCBI mediante BLASTn. 

Se aplicó la prueba RFLP a los genes rpoB y 16SrRNA de tres cepas mutantes y a las 

dos cepas conjugantes utilizando las enzimas AluI e HinfI (Tabla 4.10.1). La prueba RFLP 

para el producto de amplificación del casete de resistencia a gentamicina fue aplicada 

para dos cepas mutantes y la cepa donadora de material genético Escherichia coli S17.1 

(pUT-miniTn5-Gm). El volumen total de reacción ocupado para la PCR de los genes rpoB 

y 16SrRNA fue de 25 µl por cada muestra consistiendo en lo siguiente: 0.75 µl de MgCl2, 

0.5 µl de nucleótidos trifosfato (dNTPs), 2.5 µl amortiguador de enzima, 18.12 µl de H2O, 

0.12 µl enzima Taq Polimerasa (Biorad) y 1 µl de cada iniciador. 

 

 

 

4.9.1 Amplificación del gen rpoB 

El gen rpoB se amplificó con el perfil de temperaturas descrito en la figura 4.10-1, este 

gen codifica para la sub-unidad beta de la RNA polimerasa y es utilizado en este tipo de 

pruebas debido a que presenta grandes aportaciones como marcador molecular en 

estudios de ecología microbiana e incluso se ha propuesto como marcador 

complementario o alternativo al gen 16SrRNA (Case et al., 2007; Weng et al., 2009; 

Martens et al., 2008). La amplificación se llevó a cabo con los iniciadores rpoB83F (5´-

CCT SAT CGA GGT TCA CAG AAG GC-3´) y rpoB1061R (5´-AGC GTG TTG CGG ATA 

TAG GCG3´) (Martens et al., 2008) 
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Figura 4.3.2-2 Perfil de temperaturas utilizado para la amplificación del gen 

16sr RNA. Iniciadores utilizados: UN27F y UN1392R. 

 

4.9.2 Amplificación del gen 16SrRNA 
El gen 16SrRNA se amplificó con el perfil de temperaturas descrito en la figura 4.3.2-2.  

Este gen se es ampliamente utilizado como marcador molecular para estudios de filogenia 

(Woese et al., 1977), sus principales características como buen marcador molecular 

radican en su presencia en todos los organismos procarióticos conocidos, en los cuales la 

función que cumple este gen se ha visto prácticamente inalterada durante el proceso de 

evolución y junto con su longitud de pares de bases lo hacen el gen housekeeping más 

utilizado para este tipo de prueba (Janda y Abbott, 2007). Se utilizaron los iniciadores 

universales UN27F (5´-TAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3’) y UN1392R (5’-CAG GGG 

CGG TGT GTA CA-3’) (Biodiversa Inc., Mexico). 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.9.3 Análisis de polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) 

 

i. Digestión con enzimas: Una vez obtenido el producto de PCR para los genes 

rpoB y 16srRNA este se digirió a 30°C durante 3h con las enzimas de restricción 

AluI e HinfI; utilizando 2 µl de enzima de restricción, 2 µl de amortiguador de 

enzima y 10 µl de producto de PCR de cada gen. 

 

ii. Revelado: Una vez obtenidos los productos de digestión fueron evaluados por 

medio de electroforesis en gel de agarosa (1.5%), teñidos por medio de Gel RedTM 

y revelados en un transiluminador UV para visualizar las diferentes bandas de 

peso molecular. 
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Figura 4.3.2-1. Perfil de temperaturas utilizado para la primera ronda de PCR Arbitraria, Iniciadores 

utilizados: ARB1A, TNEXT2 y CEKG2B 

Tabla 4.10.4-1 Iniciadores, secuencias de iniciadores y ronda de 

utilización para PCR Arbitraria. 

4.9.5 PCR arbitraria  

De los diversos métodos por los cuales se puede conocer el segmento de nucleótidos 

donde se insertó el transposón (Kwon y Ricke et al., 2000; Chun et al., 1997) en este 

ensayo se empleó la técnica de PCR arbitraria para poder localizar dicho sitio de inserción 

del transposón dentro el genoma de la cepa mutante (Das et al., 2005). Los iniciadores 

utilizados (Tabla 4.10.4-1) son los descritos por Duque et al., (2007) mismos que fueron 

empleados en concentración de 20pmol/µl en reacciones de 25 µl por cada muestra, las 

cuales contenían: 0.75 µl de MgCl2, 0.5 µl de deoxynucleótidos trifosfato (dNTPs) 2.5 µl 

amortiguador de enzima, 17.12 µl de H2O, 0.12 µl enzima Taq Polimerasa (Biorad),1 µl de 

iniciador TnExt2, 0.5 µl de iniciador CEKG2B y 0.5 µl de iniciador ARB1A, estos 

iniciadores para una primera ronda de amplificación y para una segunda ronda 1 µl de 

iniciador ARB2A y 1 µl de iniciador Tnint, los perfiles de temperatura empleados para las 

dos rondas se muestran en las figuras 4.10.4-1 y -2. 
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Figura 4.3.2-2. Perfil de temperaturas utilizado para la segunda ronda de 

PCR-Arbitraria, Iniciadores utilizados: ARB2A y TNINT 

Figura 4.10.4-3 PCR arbitraria. En la 

primera ronda de amplificación se 

obtiene una cadena que será utilizada 

como cadena templada para la 

segunda ronda de la cual se obtendrá 

el fragmento para analizar la 

secuencia. 

 

 

 

 

 

 

 

La PCR Arbitraria consta de dos rondas de amplificación una primera utilizando tres 

iniciadores de los cuales uno (TNEXT) se une específicamente a la región terminal del 

transposón mini Tn5 y los otros dos (CEKG2B y ARB1A) se anclan a regiones 

inespecíficas del genoma, una vez completa la primera ronda de amplificación la región 

resultante se utiliza como templado para la segunda ronda de amplificación donde un 

iniciador reconoce la región interna del transposón (TNINT) y otro iniciador inespecífico 

(ARB2) se ancla a una secuencia al azar de la cadena templada, el resultante de este 

producto de PCR es una secuencia de nucleótidos que contiene información del sitio de 

anclaje del transposón en el genoma de la cepa de interés (Figura 4.10.4-3). 

 

 

La PCR arbitraria ha sido uno de los métodos más utilizados para el reconocimiento de 

secuencias específicas de ADN (Qimron et al., 2003), se ha empleado la PCR arbitraria 

en diversos modelos de estudio donde se han obtenido resultados que son compatibles y 

reproducibles (Knobloch et al., 2003) no solo en cuestión de reconocer el sitio de inserción 
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de un transposón (Rich et al., 1990) si no también para distingir serovares de diversas 

cepas (Brousseau et al., 1993).  

4.9.6 Secuenciación de productos de PCR arbitraria y búsqueda de secuencias 

similares en NCBI. 

Se midió la concentración de ADN total del producto de PCR Arbitraria mediante un Nano 

Drop (Thermo scientificTM) mismo que fue enviado a servicios biogenómicos del 

CINVESTAV Irapuato para su secuenciación.  

Se utilizó el programa Bioedit versión 7.0.8 para editar las secuencias obtenidas de las 

cepas con sensibilidad a NaCl, las secuencias fueron sometidas a BLAST (Basic Local 

Aligment Search Tool) en el sitio NCBI (National Center for Bioinformation) para encontrar 

secuencias similares. Los resultados de la búsqueda fueron traducidos a aminoácidos 

para realizar una segunda búsqueda en proteínas, y saber con qué tipo de proteínas 

tienen homología estas secuencias similares y, de esta manera, tener una idea del papel 

que desarrollan dentro del microorganismo, así como obtener información de otros 

organismos, con o sin relación, que poseen estas proteínas.  

4.9.7 Prueba de resistencia a antibióticos 

Para iniciar la caracterización se realizó la prueba de resistencia a 7 antibióticos utilizando 

los sensidiscos de marca Biorad™. Para el ensayo se utilizó 200 µl de cepa en medio TY 

a una densidad óptica de 0.5 a 600nm al espectrofotómetro mismos que fueron 

sembrados empleando una varilla de vidrio estéril en una placa con medio TY sólido, los 

sensidiscos fueron colocados sobre el medio a una equidistancia mediante una pinza 

estéril, los antibióticos y sus concentraciones se presentan en la tabla 4.10.7-1. Se incubó 

la placa a 30C° y se tomó lectura a las 48h. 

  

 

 

 

 

 

Antibiótico Concentración 

Penicilina 10U 

Neomicina 30µg   

Cloranfenicol 30µg 

Tetraciclina 30µg 

Vancomicina 30µg 

Estreptomicina 30µg 
Ácido 

Nalidixico 30µg 

Tabla 4.10.7-1 Antibióticos y 

concentraciones utilizadas para la 

prueba de resistencia. 
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V. RESULTADOS 

5.1 Construcción de la banca de transconjugantes mediante transposición insercional. 

Se generaron un total de 6300 cepas mutantes mediante la conjugación biparental, las 

cuales fueron sometidas a prueba de crecimiento en medios con TY-Ap 100 µg/ml y TY 

RF-Gm 10 µg/ml y Km 20 µg/ml (Figura 5.1-1) para comprobar que estas cepas mutantes 

pertenecían a la cepa silvestre Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM451.  

La cepa silvestre Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM45 es incapaz de sintetizar la 

proteína Lambda pir, es por esto que la resistencia al antibiótico ampicilina que posee el 

pUT-miniTn5-Gm se pierde en cuanto este material genético es transferido a esta cepa 

pues no se puede transcribir este gen, perdiendo así la resistencia a este antibiótico, lo 

anterior indica que el único elemento insertado en el genoma ha sido el transposón, 

llevándose a cabo solo un evento de transposición por cepa. Si la resistencia a ampicilina 

siguiera presente dentro de la cepa mutante significaría que la enzima transposasa 

codificada por el gen tnp continuaría promoviendo el movimiento del transposón a lo largo 

del genoma de la cepa silvestre, dando lugar a transposiciones múltiples las cuales no 

fueron consideradas para el presente trabajo, pues solo fueron objeto de estudio aquellas 

mutantes con un solo evento de transposición al azar. Dichas cepas mutantes que son 

capaces de crecer en medios con antibióticos kanamicina y gentamicina y al mismo 

tiempo son incapaces de crecer en medios con ampicilina formaron parte de la banca de 

mutantes. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1-1 Placa izquierda medio TY-Ampicilina (sin 

crecimiento), placa derecha medio TY-RF 

Gentamicina/Kanamicina (con crecimiento 
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Figura 5.2-1 Se observa el crecimiento 

(deficiente) en medio TY-300 mM NaCl de 

dos cepas mutantes sensibles a sal: 038-E6 

y 036-B12. 

5.2 Pruebas en NaCl de banca de mutantes 
Se obtuvieron un total de 5 cepas mutantes sensibles a NaCl: 003-H1, 003-A6, 003-D1, 

036-B12 y 041-G1. El crecimiento de estas 5 cepas mutantes fue deficiente en medio TY 

con concentración de 300mM de NaCl. (Figura 5.2-1). 

 

 

 

 

 

 

5.3 Amplificación y digestión del casette de resistencia a Gm 

Las cepas mutantes con sensibilidad de crecimiento en NaCl y la cepa donadora del 

material genético Escherichia coli S17.1 (pUT mini Tn5-Gm) presentaron los perfiles 

esperados de peso y número de fragmentos de ADN al ser digerido el casete de 

resistencia a Gentamicina, esto mediante una previa simulación de corte in silico con la 

enzima que se utilizaría. El número de fragmentos resultantes y sus pesos en pares de 

bases (400 y 100 pb) obtenidos en la digestión con la enzima HinfI fueron los esperados 

al analizar previamente los sitios de restricción de esta enzima, indicando así que 

efectivamente el casete de resistencia a Gentamicina se encontraba presente en las 

cepas transconjugantes sensibles a NaCl y en nuestra cepa donadora de material 

genético Escherichia coli s17.1 (pUT-miniTn5-Gm) (Figura 5.3-1).  

  

 

 

 

 

Figura 5.3-1 Fragmentos de digestión 

de casete de resistencia a Gm de dos 

cepas transconjugantes sensibles a sal 

(2 y 3) y de amplificación de casete de 

resistencia a gentamicina (5). 

Marcador de Peso Molecular 1kb (4). 

Se obtuvieron dos fragmentos uno de 

400pb y otro de 150pb. 
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Figura 5.4.1 Gráfica de crecimiento de mutantes sensibles a sal y cepa silvestre (azul) en medio TY-sin NaCl. Se 

observa un crecimiento con valores muy parecidos. 

0,0000

1,0000

2,0000

3,0000

4,0000

5,0000

6,0000

7,0000

8,0000

9,0000

10,0000

1 2 3 4 5

lo
g 

U
FC

/m
l

Días

Cuantificación de la cepa silvestre y las mutantes en medio TY

Ensifer sp. LEM 451 003-A6 003-D11 041-G1 003-H1 036-B12

5.4 Evaluación cuantitativa de crecimiento de transconjugantes sensibles a sal 
Las cepas sensibles a sal (003-H1, 003-A6, 003-D11, 036-B12 y 041-G1) mostraron un 

crecimiento normal sin diferencias notables en comparación con la cepa silvestre en la 

prueba control (TY- sin NaCl) y en concentraciones de NaCl de 100 mM y 200 mM 

obteniendo valores similares para el conteo de UFC/ml durante los 5 días de crecimiento 

(Figuras 5.4.1, 2 y 3). Por otra parte, las cepas mutantes presentaron una marcada 

disminución en comparación con la cepa silvestre en el número de UFC/ml en crecimiento 

en medio TY con concentraciones de NaCl a 300 mM, 400 mM y 450 mM (Figuras 5.4.4, 5 

y 6). 
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Figura 5.4.3 Gráfica de crecimiento de mutantes sensibles a sal y cepa silvestre (azul) en medio TY-200 mM. Se 

observa un crecimiento con ligero retraso de las mutantes, pero a cabo del tercer día logran alcanzar valores de 

UFC/ml similares. 
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Figura 5.4.2 Gráfica de crecimiento de mutantes sensibles a sal y cepa silvestre (azul) en medio TY- 100 mM NaCl. Se 

observa un crecimiento con valores muy parecidos, con un inicio de crecimiento al día 1 para todas las cepas 

mutantes sensibles a NaCl y al alcanzar el día 5 la densidad es similar en todas las cepas pues los valores de 

crecimiento UFC/ml llegan a ser los mismos. 
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Figura 5.4.4 Gráfica de crecimiento de mutantes sensibles a sal y cepa silvestre (azul) en medio TY-300mM. Se 

observan diferencias en crecimiento mientras que la cepa silvestre presenta crecimiento desde el primer día las cepas 

mutantes comienzan su crecimiento a partir del 3er (036-B12) día e incluso algunas no presentan crecimiento. 
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Figura 5.4.5 Gráfica de crecimiento de mutantes sensibles a sal y cepa silvestre (azul) en medio TY-400mM. La cepa 

silvestre inicia su crecimiento al segundo día y su crecimiento no es tan vigoroso como en concentraciones más bajas, 

pero se mantiene a lo largo de los 5 días, mientras que las mutantes son incapaces de desarrollarse en este medio 

con esta concentración de NaCl. 
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5.5 Análisis de polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) 

Los fragmentos obtenidos de la prueba RFLP de las cepas mutantes sensibles a NaCl y 

las cepas control (E. coli S17.1 pUT-mini-Tn5 y Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM451) 

fueron los esperados, existiendo una coincidencia en número y peso molecular de los 

fragmentos revelados para la cepa Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM451 y las cepas 

mutantes sensibles a NaCl como se muestra en la figura 5.5-1. 

 

Figura 5.4.6 Gráfica de crecimiento de mutantes sensibles a sal y cepa silvestre (azul) en medio TY-450mM. La cepa 

silvestre inicia su crecimiento al segundo día y continúa aumentando el número de UFC/ml, las cepas mutantes 

sensibles no presentan un desarrollo visible en esta concentración de NaCl. 

Figura 5.5-1 RFLP-ropB (Amarillo) y 

RFLP-16sRNA (Verde) con enzimas de 

digestión AluI e HinfI (izquierda y 

derecha de marcador de peso 

molecular (12) respectivamente) de 

cepas transconjugantes sensibles a sal 

(rpoB: 7,8 ,9 y 20,21,22; 16sRNA: 2,3, 

4 y 16,17, 18) cepa silvestre Ensifer 

sp. (Phaseolus filiformis) LEM451 

(rpoB: 10 y 23; 16sRNA: 1 y 19) y 

Escherichia coli S17.1 (pUT-miniTn5-

Gm) (16sRNA: 5 y 14). 
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5.6 PCR arbitraria  

Se obtuvo un fragmento de un peso aproximado de 500pb de la cepa mutante 003-A6 

mediante el empleo de la PCR arbitraria (figura 5.6-1), esta fue el único utilizado para 

secuenciar, puesto que al realizar la amplificación la cepa silvestre mostró un resultado 

positivo con un fragmento de aproximadamente 250pb. Esto posiblemente se debe a que 

el genoma de la cepa silvestre contiene una región con una secuencia de nucleótidos muy 

parecida a la secuencia de terminación del transposón miniTn5-Gm, ocasionando que 

esta región sea la que el iniciador reconoce y por tanto sea esta la región amplificada, 

dicha región no forma parte del transposón insertado y por lo tanto este resultado se 

descartó junto con los demás resultados de las cepas mutantes (003-H1, 003-A6, 003-

D11, 036-B12 y 041-G1) debido a la similitud de los pesos de los fragmentos amplificados 

puesto que esta región no nos brinda información acerca del sitio exacto donde se insertó 

el transposón.  
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Figura 5.6-1 PCR arbitraria. Amplificación en la 

cepa silvestre (1) cepas mutantes sensibles a sal 

(2, 3 y 4). El fragmento de la cepa 003-A6 (5) 

fue elegido para purificar y enviar a secuenciar. 
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Figura 5.7-1 Secuencias con alto grado de similitud con la secuencia 003-A6 encontradas a través del BLAST. Nótese 

las diferentes especies del género Ensifer. 

Figura 5.7-2. Clústers de genes encontrados para diferentes especies del género Ensifer que contienen el transportador 

ABC rectángulo azul. Cepa silvestre rectángulo rojo. 

5.7 Secuenciación de productos de PCR arbitraria y búsqueda de secuencias similares 

en NCBI. 

Se obtuvo un producto de purificación de ADN de PCR arbitraria de la cepa mutante 003-

A6 de 11 ng/l que fue analizada y editada para obtener un producto final de 376pb, que 

fue sometida a BLASTn en el sitio NCBI y del cual se obtuvo como resultado secuencias 

de ADN que codifican para transportadores tipo ABC, estas secuencias han sido 

reportadas en diferentes especies del genero Ensifer (Figura 5.7-1). Esta proteína forma 

parte de la membrana de diversos microorganismos y principalmente cumple la función de 

osomoregulación al exportar azúcares hacia la membrana externa de la bacteria; esto 

puede ser una posible explicación para determinar porqué la cepa 003-A6 resulta 

afectada en su crecimiento en medio con NaCl. Este gen se encuentra en un clúster y se 

aprecia un dominio conservado en distintas especies del género Ensifer (Figura 5.7-2). 
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La secuencia analizada como producto de la PCR arbitraria, coincide exactamente en una 

región en particular del genoma completo de la cepa silvestre, comprobando así que este 

segmento forma parte del genoma de la cepa silvestre y que también codifica para la 

misma proteína transportadora. 

5.8 Resistencia a antibióticos 

La cepa 003-A6 al presentar un resultado positivo a la PCR arbitraria y a la búsqueda de 

secuencias similares en NCBI, fue la única considerada para ser objeto de prueba de 

resistencia a antibióticos y así complementar su caracterización, dicha cepa presentó un 

crecimiento normal y resistencia a los antibióticos penicilina (10 u), estreptomicina (10 µg) 

y ácido nalidixico (30 µg). Por otra parte resultó ser sensible a los antibióticos cloranfenicol 

(30 µg), vancomicina (30 µg) neomicina (30 µg) y tetraciclina (30 µg) (Figura 5.8-1 y -2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.8-1. Pruebas de resistencia 

a antibióticos cepa 003-A6: 1 

tetraciclina (30 µg) sensible, se 

observa un halo de inhibición. 2 

estreptomicina (10 µg) y 3 

penicilina (10 U) resistente, sin 

presencia de halos de inhibición. 

Figura 5.8-2. Pruebas de resistencia 

a antibióticos cepa 003-A6: 2 

cloranfenicol (30 µg) sensible, se 

observa un halo de inhibición de 

aproximadamente 1cm de radio. 1 

vancomicina (30 µg) y 3 neomicina 

(30 µg) sensible, se observa un 

pequeño halo de inhibición menor a 

1cm. 4 ácido nalidíxico (30 µg) 

resistente, sin presencia de halos de 

inhibición. 
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VI. DISCUSIÓN 

La eficacia del transposón pUT-miniTn5-Gm resultó ser estable y de fácil utilización en 

este ensayo, esto ha sido reportado por varios autores que han llevado a cabo estudios 

donde el empleo de este transposón abarca diferentes aplicaciones resultando ser una 

herramienta efectiva (Leung et al., 1997; Leprince et al., 2012; Cortés, 2008). El 

transposón presentó gran estabilidad al comprobar que aún tras varias pruebas con el 

mismo cultivo,se observó que las cepas conservaban la mutación, además de estar 

presente durante varias generaciones de células hijas.  

La cepa silvestre Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM 451 presentó un crecimiento 

normal y supervivencia en medio con concentraciones de sal de 100, 200, 300, 400 y 450 

mM comprobando así lo reportado por Rocha (Tesis de Maestría, 2012) donde sus 

resultados indican que esta cepa es capaz de tolerar estrés salino a NaCl, esta resistencia 

a altas concentraciones de sal del género Ensifer ha sido remarcada por diversos autores 

(Elboutahiri et al., 2010). 

Las mutantes obtenidas mediante la transposición al azar presentan una disminución de 

la producción de exopolisacárido a las distintas concentraciones de NaCl a las cuales 

fueron sometidas, este efecto de la concentración de NaCl sobre el género Ensifer 

también ha sido expuesto en los resultados reportados por Ahmed (1990) y Lloret et al., 

(1997).   

El procedimiento que fue llevado a cabo en este experimento se ha aplicado a diversos 

géneros de rhizobia, los cuales han sido objeto de pruebas de mutagénesis al azar 

empleando transposones como el Tn5 para posteriormente analizar las secuencias 

interrumpidas mediante la técnica de la PCR arbitraria, un ejemplo de este procedimiento 

es el llevado a cabo por Williams et al., (2006) donde aisla y describe mutantes sensibles 

a sal de la especie Sinorhizobium (Ensifer) meliloti Rm1021, en dicho estudio obtiene 

mutantes sensibles a NaCl a concentraciones de 300 a 350 mM, esto coincide con los 

resultados aquí expuestos puesto que a una concentración de 300 mM es en la que se 

observa una marcada falta de crecimiento en las cepas mutantes. 

La mutagénesis insercional en la cepa silvestre Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM 451 

originó a diversas cepas mutantes con sensibilidad a crecimiento en distintas 

concentraciones de sal de las cuales se pudo determinar una proteína que está 

involucrada en la exportación de azucares al exterior celular; resultados similares son 
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analizados por Jiang et al., (2004) donde a través del empleo del transposón Tn5 

encuentra secuencias de genes que codifican para proteínas de eflujo y transporte de 

iones.   

El tipo de proteína transportadora ABC 2 encontrada a través de la mutagénesis al azar 

en la cepa 003-A6, demuestra ser una proteína que es necesaria para la osomoregulación 

de la cepa Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM451, el mismo tipo de proteína ha sido 

encontrado por Vanderlinde et al., (2009) en la cepa Rhizobium leguminosarum bv. Viciae 

3841 donde cumple funciones de osmoproteción contra la desecación, ayuda a la 

expresión de exopolisacárido y a la formación de biofilm bacteriano para la supervivencia 

de la bacteria. Esta proteína también ha sido encontrada en bacterias que no están 

relacionadas con procesos de nodulación, simbiosis o fijación de nitrógeno; Gowrishankar 

(1989) la describe en Escherichia coli y Cairney et al., (1985) en Salmonella typhimurium 

ambas con función osmoregulatoria. 

Los genes que codifican para transportadores tipo ABC suelen estar entre los de mayor 

longitud en bacterias gram negativas, para el caso del género Ensifer Ren et al., (2004) se 

encuentran cerca de 200 secuencias que codifican para este tipo de transportadores, de 

manera que se estipula que estas proteínas juegan un papel importante en la toma de 

nutrientes del medio y como osmoregulantes. 

La reducción de exopolisacárido como se presentó en este ensayo a partir de la 

concentración de 300 mM de NaCl puede provocar diversos problemas en el 

microrganismo, al respecto Schmeisser et al., (2009) exponen que la cepa Rhizobium sp. 

NGR234, con gran capacidad de nodular diversas leguminosas, pierde la habilidad de 

nodulación al ser incapacitados los genes que funcionan para la producción de 

exopolisacáridos. Así mismo Kiss et al., (2001) analizan la función de uno de estos genes 

(rkp-3) de la especie Ensifer meliloti Rm41 que codifica para la estructura de un antígeno 

K, que se presumen es esencial en el proceso de nodulación.  
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VII. CONCLUSIÓN 

La mutagénesis insercional al azar empleando el transposón pUT-miniTn5-Gm es una 

herramienta eficaz para la generación de mutantes con un solo evento de transposición al 

azar, la inserción del material es estable y transmisible a generaciones posteriores de la 

cepa. 

Las cepas transconjugantes sensibles a NaCl generadas presentan una morfología y 

características moleculares propias de la cepa Ensifer sp. (Phaseolus filiformis) LEM 451 

con lo cual se descarta posibles contaminaciones.  

La banca parcial de mutantes generada presenta resistencia a los antibióticos 

gentamicina y kanamicina. 

Se cuenta hasta el momento con una banca de 6300 mutantes lo cual nos da 42% del 

total de la banca esperada para abarcar el 100% del genoma de la cepa silvestre Ensifer 

sp. (Phaseolus filiformis) LEM451. 

La sensibilidad a sal de las cepas encontradas puede ser debido a genes que codifican 

proteínas que están involucradas en la osomoregulación, actuando a manera de 

transportadores o proteínas de eflujo, el resultado del transportador tipo ABC indica que 

es un dominio conservado en diferentes especies y géneros de rhizobia y otros 

microorganismos.  
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IX. Anexos 

Medios Utilizados:  
Medio Triptona-Levadura (TY) 1000ml 
-5 g de triptona 
-3 g de extracto de levadura 
-1 ml de cloruro de calcio 1.17 M por cada 100 ml de medio. 
-Para medios sólidos agregar agar al 10%. 

Medio LB (Luria Bertani) 1000ml 
-10 gramos de triptona 
-5 gramos de extracto de levadura 
-10 gramos de NaCl 
 
Antibióticos y concentraciones utilizados: 
 

Antibiótico Concentración 

Gentamicina  10µg/ml 

Kanamicina 20µg/ml 

Ampicilina 100µg/ml 

 
 
 
Gen completo proteína transportadora tipo ABC 2 secuencia: 
La región en verde es la obtenida en el producto de PCR arbitraria de la cepa mutante 003-
A6. 
 
Atgtccacacgcttcggctcaaagccgggcggctatatctgggcgctgctcgacccggcagcgcatatcctgctgatgacgttcatctttcag
gcgatcgcccgcacgccggcgctcggtaccagcttcgcgcttttcttcgccaccggctatatcgccttccagttctatcaggcgatgaccggct
atttgaatagcgcggtccgcgccaacaaggcgctgctcagctacccgaatgtcgcgcccatcgacaccgtcgtcgcgcgcttcatcctcca
ggtgctgaccaccactctggtcgccttcatcgtgctcggcaccatcgtcgcgaccatgcgggttgaaaccaacctccattggccgtccatcct
ggaagccgtggcgatggcctgcctcttcggccttggcgtagcgatgatcaatgccgtgctgttcctcaaatatccgctttatgagcaggtctttg
gaatcgttaatcggccgctcttccttatctccggtgtcttcttcctgccggattctattccgaatccctaccgggatctcgtgctcgtcaatccgctc
gtccacatcatcatgggcttccgacaggggttctatccggaatatcgggcaatcggcctcgacatggattacctttacggaatcgcgtttctga
cattgttttccggaatgcttgtgttcaccctctcccgaaagacgctgagaaacgaa. 

 
 

 


