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Resumen 
La transferencia horizontal de genes, mediada por elementos genéticos móviles 

tales como las islas genómicas, es uno de los principales mecanismos de generación de 

variabilidad genética en bacterias, permitiendo su adaptación a nuevos nichos 

ecológicos. En el grupo de Patología Vegetal de la UPNA se ha descrito, en especies de 

Pseudomonas, una nueva familia de islas genómicas, denominadas GInt. Éstas se 

caracterizan por contener en su extremo 5’ el operón gin, constituido por cuatro genes, 

ginA, ginB, ginC y ginD, tres de los cuales codifican recombinasas de tirosina. Este tipo 

de proteínas participan en la escisión, integración y otros reordenamientos de ADN 

mediante recombinación específica de sitio. Los GInts se escinden formando moléculas 

circulares extracromosómicas, o episomas. En islas genómicas ya descritas, éste es un 

paso fundamental previo a la transferencia horizontal del elemento. Como parte de la 

caracterización funcional de los GInts se evaluó la implicación de los genes ginA y ginB 

en la formación de episomas. Mediante mutagénesis dirigida, utilizando la técnica de 

intercambio alélico, se generaron mutantes no polares de ginA y de ginB. Estos fueron 

incapaces de generar episomas, a tenor de los resultados de PCR anidada. Sin embargo, 

los mutantes complementados en trans, con una copia silvestre del gen en cuestión, 

restauraron completamente el fenotipo. Los resultados obtenidos en este trabajo 

demuestran que ginA y ginB son esenciales en la movilidad de los GInts ya que 

participan en el proceso de formación de estos intermediarios circulares. 
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Summary 
The horizontal gene transfer, mediated by mobile genetic elements such as genomic 

islands, is one of the main mechanisms for generating genetic variation in bacteria, 

allowing their adaptation to new ecological niches. The Plant Pathology group of UPNA 

described in species of Pseudomonas a new family of genomic islands called GInt. 

These contain at their 5’ end the so called gin operon, consisting of four genes, ginA, 

ginB, ginC and ginD, three of which encode tyrosine recombinases. These proteins 

participate in the excision, integration and other DNA rearrangements by site-specific 

recombination. GInts excise forming extrachromosomal circular molecules, or 

episomes, that in previously described genomic islands is a critical step previous to the 

horizontal transfer. As part of the functional characterization of the Gint, we evaluated 

in this work the involvement of ginA and ginB in the generation of episomes. Nonpolar 

mutants of genes ginA and ginB were generated by site-directed mutagenesis by marker 

exchange. By nested PCR analyses, we did not detect the generation of circular 

intermediates by these mutants. Additionally, mutants complemented in trans with a 

wild-type copy of the disrupted gene showed a completely restored phenotype. The 

results obtained in this work show that ginA and ginB are essential for the mobility of 

GInts, through their participation in the generation of these circular intermediates. 
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Introducción 

Transferencia horizontal de genes y mecanismos de transferencia 

Multitud de genes que codifican caracteres de interés agrícola y sanitario, tales 

como resistencia a compuestos antimicrobianos, metales pesados y antibióticos son 

potencialmente transferibles e intercambiables entre la población microbiana, 

especialmente en procariotas. Una presión de selección alta implica que la adquisición 

de un nuevo rasgo que favorezca la adaptabilidad o permita la supervivencia de la 

bacteria en un nicho ecológico desfavorable, se propague rápidamente entre la 

población. Así, en las últimas tres décadas pese al desarrollo y utilización de exitosos 

métodos de control de bacterias patógenas de humanos, animales y plantas 

(Khachatourians, 1998, McManus et al., 2002, Neu, 1992), la resistencia microbiana a 

los principios activos empleados ha evolucionado rápidamente en respuesta a su 

continuo uso (Hall, 2004). Esto finalmente se ha traducido en el aumento del coste de la 

protección de cultivos, ganado y de la salud (Cohen, 1992) suponiendo un impacto 

económico importante y una preocupación pública (Smith et al., 2005). 

Bajo este fenómeno subyace la capacidad que muestran las bacterias para generar 

variación genética. Ésta se basa en tres estrategias naturales que son la generación de 

alteraciones locales, las reorganizaciones del genoma y la transferencia horizontal de 

genes (THG). Los cambios puntuales como la sustitución, inserción o deleción de uno o 

varios nucleótidos adyacentes de la secuencia del ADN, son espontáneos y a menudo 

vinculados a la replicación del ADN, mientras que las reorganizaciones cromosómicas 

generalmente se dan por la duplicación, deleción, inversión o traslocación de regiones, a 

veces amplias, del genoma. Por último, las bacterias son capaces de adquirir e 

intercambiar horizontalmente, es decir de manera no reproductiva, segmentos de ADN 

que pueden contener gran cantidad de genes. Este intercambio se puede dar entre cepas 

evolutivamente relacionadas así como entre especies bacterianas muy alejadas entre sí 

(Arber, 2014, Ochman et al., 2000). Para que una población bacteriana adquiera un 

carácter por transferencia horizontal generando así una nueva estirpe, hay una serie de 

condicionantes que se han de cumplir. Primeramente, el ADN que codifica el carácter 

en cuestión se ha de transferir de una célula a otra. Éste puede llegar al genoma 

hospedante como una molécula libre, por medio del mecanismo llamado 
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transformación, encapsulado en fagos por transducción o bien a través de una estructura 

tipo pilus que se genera en el contacto bacteria-bacteria, mediante el proceso de 

conjugación. En segundo lugar, el ADN adquirido debe integrarse en el nuevo genoma 

o replicarse autónomamente de manera que se herede por las células hijas durante la 

división. Finalmente el carácter debe suponer el éxito evolutivo de la cepa, es decir, una 

innovación cualitativa de manera que éste se fije en la población. La THG permite una 

rápida adaptación a determinados nichos ecológicos que no podría haberse dado por 

evolución clonal sólo (Bellanger et al., 2014, Jain et al., 2003). 

Todos aquellos genes sujetos a transferencia horizontal decimos que forman parte 

del llamado “genoma flexible” o “mobiloma”, potencialmente responsable de cualquier 

carácter adaptativo. En contraposición, están los genes que pertenecen al genoma clonal 

o “core genome”, que codifican para proteínas que son esenciales para el 

funcionamiento del organismo, tales como los llamados genes “housekeeping”. Estos 

genes no permiten grandes variaciones genéticas y raramente sufren THG por lo que 

son una buena herramienta para inferir las relaciones taxonómicas de las poblaciones 

bacterianas (Sarkar & Guttman, 2004). Los genes del genoma flexible aparecen 

habitualmente agrupados en elementos genéticos móviles complejos (EGMs) que a su 

vez contienen genes encargados de su movilización. Existen numerosos tipos de EGMs 

siendo los principales los plásmidos, las islas genómicas (IGs) y los profagos. Los 

plásmidos son moléculas de ADN extracromosómico, normalmente circular, capaces de 

replicarse autónomamente (Jackson et al., 2011). El profago corresponde al material 

genético de un virus integrado en el cromosoma o plásmido de la bacteria y que se 

replica conforme lo hace éste. Las islas genómicas pueden ser descritas como 

segmentos largos de ADN presentes en los genomas de ciertas cepas bacterianas pero 

no en los genomas de sus variantes evolutivamente más próximas (Darmon & Leach, 

2014). Todas las IGs comparten una serie de características que muestran que son 

elementos foráneos, tales como su presencia en sólo unas pocas cepas de la especie o un 

porcentaje en G+C o uso de codones discordante. Numerosas IGs llevan consigo una 

recombinasa de la familia de las recombinasas de tirosina, que a menudo se sitúa en un 

extremo de la isla y que está implicada en la escisión e integración del elemento. Las 

islas genómicas se identifican porque aparecen flanqueadas por repeticiones directas 

que derivan de la integración por recombinación específica de sitio, y que a menudo 

corresponden al el extremo 3’ de un gen de tRNA (Bellanger et al., 2014). 
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Del estudio de Pht-PAI a la definición de GInt 

Pseudomonas syringae es una Gammaproteobacteria, considerada actualmente un 

patógeno bacteriano de plantas económica y científicamente muy relevante, debido a su 

virulencia, ubicuidad y a su capacidad de causar pérdidas de producción sustanciales en 

un amplio rango de los cultivos comerciales más importantes (Mansfield et al., 2012). 

El término P. syringae engloba a un grupo de bacterias patógenas de plantas herbáceas 

y leñosas que infecta tanto especies cultivadas como especies silvestres. Las 

enfermedades producidas manifiestan diversos tipos de síntomas, sobre todo en la parte 

aérea de la planta, como necrosis y clorosis foliares, lesiones, chancros y tumores 

(Agrios, 2005, Westcott & Horst, 1990). 

Es característica de algunos miembros de P. syringae la producción de toxinas 

antimetabolito, consideradas un factor de virulencia del patógeno. La faseolotoxina, 

tiene un amplio rango de acción que incluye células bacterianas, vegetales y de 

mamíferos y actúa inhibiendo enzimas de la ruta metabólica de arginina y poliaminas 

(Bachmann et al., 1998, Bender et al., 1999). La biosíntesis de esta toxina fue descrita 

por primera vez en cepas del patovar phaseolicola, patógeno de judía, pero también es 

producida por miembros del patovar actinidae, patógeno de kiwi, y por la cepa 

Pseudomonas syringae pv. syringae CFBP 3388, aislada de veza (Mitchell, 1976, 

Tamura et al., 1989, Tourte & Manceau, 1995). La producción de faseolotoxina está 

orquestada por 23 genes que se encuentran agrupados en una región cromosómica de 

aproximadamente 25 kb. Este grupo a su vez está incluido en un elemento que por sus 

características fue considerado como una isla de patogenicidad, referida como “isla tox” 

(Aguilera et al., 2007, Genka et al., 2006) o Pht-PAI (Murillo et al., 2011). Esta isla de 

38 kb está presente sólo en las cepas toxigénicas de los patovares phaseolicola y 

actinidiae, específicamente insertada en el mismo lugar y ausente en las cepas no 

toxigénicas (Bardaji, 2013, Genka et al., 2006, Murillo et al., 2011). Además, es 98% 

idéntica en ambos patovares. Este nivel de conservación de la secuencia del ADN es 

extremadamente alto, teniendo en cuenta que estos dos patovares son evolutivamente 

tan distantes que pertenecen a dos especies diferentes (Bull et al., 2011, Gardan et al., 

1999, Murillo et al., 2011, Sarkar & Guttman, 2004, Sawada et al., 1999, Yamamoto et 

al., 2000). La explicación más plausible es que este hecho responda a un evento de 

transferencia horizontal entre ambas cepas bacterianas. 
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La “isla tox” o Pht-PAI está delimitada en su extremo 5’ por cuatro CDSs que 

juntas forman un operón, denominado operón gin. Tres de estas cuatro CDSs, ginA, 

ginB y ginC, muestran homología con recombinasas de tirosina (Bardaji, 2013, Genka 

et al., 2006). Éstas podrían ser responsables de su movilización ya que las recombinasas 

participan en la escisión, integración, y otros procesos de reordenamiento de ADN por 

recombinación específica (Nunes-Duby et al., 1998). Este operón gin no es exclusivo de 

la Pht-PAI: la cepa P. syringae pv. tomato DC3000, patógena de tomate y crucíferas, y 

la no toxigénica P. syringae pv. phaseolicola CYL314 también contienen copias del 

operón. En estas cepas, el operón gin se asocia a ADN completamente distinto a los 

genes de biosíntesis de faseolotoxina y se encuentra en el mismo sitio cromosómico 

formando también islas genómicas (Bardaji, 2013, Genka et al., 2006, Murillo et al., 

2011). 

La búsqueda in silico de homólogos al operón gin de la Pht-PAI en los genomas 

disponibles en el NCBI y el estudio del ADN asociado a los mismos permitió la 

identificación de una nueva familia de EGMs designada GInt, Isla Genómica asociada a 

Integrasas. Se identificaron 15 GInts distintos, todos ellos en Gammaproteobacteria, 12 

en especies del género Pseudomonas, y 3 en especies de los géneros Marinobacter, 

Halella y Teredinibacter (Bardaji et al., 2014). Todos los GInts identificados hasta la 

fecha muestran las características anteriormente mencionadas, típicas de islas 

genómicas (ver Figura 1). Los GInts contienen una estructura tripartita que consiste en: 

1) un extremo 5’, de aproximadamente 5,7 kb, que contiene cuatro CDSs que 

constituyen el operón gin, tres de ellas, ginA, ginB y ginC, codifican para proteínas que 

contienen dominios funcionales de integrasas, muy comunes en islas genómicas de 

bacterias; 2) una región de ADN de tamaño y contenido de genes variables y 3) un 

extremo 3’, de 0,2-0,4 kb, que está pobremente conservado. El operón gin se encuentra 

altamente conservado, mostrando en conjunto una identidad en nucleótidos superior al 

80%. El ADN cargo de esta familia es muy variable aunque desafortunadamente 

predominan la proteínas hipotéticas cuya función permanece desconocida. Entre los 

genes que se conocen destacan genes de resistencia a cobre y a mercurio y factores de 

virulencia, como el grupo de genes de biosíntesis de faseolotoxina o genes efectores del 

sistema de secreción tipo tres directamente implicados en la patogenicidad de 

P. syringae (Alfano et al., 2000). Son también abundantes las secuencias de inserción y 

los sistemas de restricción y modificación, que tradicionalmente se asocian a los 
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elementos genéticos móviles complejos como son plásmidos e islas genómicas (Bardaji 

et al., 2014, Jackson et al., 2011) 

 

 

Figura 1. Estructura general de los GInts. 

La integración de estos elementos es específica de sitio en un gen transportador ABC (PSTAA_0884 en P. stutzeri 

DSM 4166). Se indica la localización de las parejas de cebadores utilizadas para la detección del episoma mediante 

PCR anidada, en color verde los cebadores de la primera ronda y en color rojo los de la segunda. 

Dinámica de GInts y papel de las integrasas 

La filogenia de los genes gin sugiere que los GInts son elementos muy dinámicos 

que se movilizan e intercambian preferiblemente entre bacterias filogenéticamente 

próximas (Bardaji, 2013). El operón gin podría estar implicado en su movilidad, pues es 

sabido que las integrasas median su propia movilización, junto con la del ADN 

asociado, promoviendo la escisión de segmentos de ADN y la formación de 

intermediarios circulares o episomas (Hirano et al., 2011, Jackson et al., 2011, Osborn 

& Boltner, 2002). Se ha demostrado que la isla genómica PPHGI-1, presente en 

P. syringae pv. phaseolicola 1302A, se escinde formando una molécula circular y se 

transfiere por transformación a otros organismos (Lovell et al., 2011, Lovell et al., 

2009). Siguiendo la metodología descrita por Lovell et al., hemos podido demostrar por 

PCR anidada, que los GInts aparecen en el citosol formando un episoma. De todos los 

GInts analizados, únicamente en el caso de Pseudomonas stutzeri DSM 4166 se detecta 

esta formación en la primera ronda de PCR, sugiriendo que su frecuencia de 

recircularización es mayor (Bardaji, 2013). Por esta razón, se eligió esta cepa como 

modelo de estudio de la dinámica de los GInts. 
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Objetivo 
Las características estructurales del operón gin, su amplia distribución en 

Pseudomonas y el grado de conservación del mismo sugieren que el operón gin es 

funcional y que está vinculado con la movilidad de los GInts. En concreto, este trabajo 

pretende determinar si los genes ginA y ginB están específicamente implicados en la 

aparición de los elementos extra cromosómicos circulares detectados en las células de 

P. stutzeri DSM 4166. 
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Material y Métodos 

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento 

Las cepas bacterianas y los plásmidos empleados en este estudio se describen en la  

Tabla 1. Las cepas de Pseudomonas se propagaron de forma rutinaria a 28 °C en medio 

B de King (KMB) (King et al., 1954) o en agar manitol-glutamato (Keane et al., 1970) 

y Escherichia coli fue cultivada a 37 °C en medio Luria Bertani (LB) (Sambrook et al., 

1989). Los medios de propagación se suplementaron, cuando fue requerido, con los 

siguientes compuestos a las siguientes concentraciones finales, expresadas en µg/ml y 

porcentaje peso/volumen): kanamicina (Kan) 50; ampicilina (Amp) 100; gentamicina 

(Gm) 10; espectinomicina (Sp) 200; nitrofurantoína (Nf) 100; 5-bromo-4-cloro-3-

indolil-β-D-galactopiranósido (X-gal) 40; sacarosa 10% y arabinosa 0,5%. 

Tabla 1. Cepas bacterianas y plásmidos utilizados en este estudio 
   

Especie  Cepa Descripción   

Fuente o 

Referenciaa 

Escherichia coli DH5α lacZΔM15, recA1, endA1 

 

Invitrogen 

 
Pseudomonas stutzeri  DSM 4166 

  

DSMZ 

 

 

UPN821 DSM 4166 con ginA mutado Este estudio 

 

 

UPN823 DSM 4166 con ginB mutado Este estudio 

 

 

UPN869 UPN821 + pJN106 

 

Este estudio 

 

 

UPN870 UPN823 + pJN106 

 

Este estudio 

 

 

UPN872 UPN821 + pJN105_ginA Este estudio 

 

 

UPN873 UPN823 + pJN105_ginB Este estudio 

 
Plásmidos 

     pJET 1.2/blunt  rep (pMB1), eco47IR, PlacUV5, AmpR Thermo Scientific 

pK18mobsacB  pK18, pSUP102 (RP4 mob), sacB, oriT, oriV, KanR ATCC87097 

pRK2013  pPRK212.2, pDF1, RK2, KanR (Figurski & 

Helinski, 1979) 

 

pJN105  Cassette araC-PBAD clonado en pBBR1MCS-5 (Newman & 

Fuqua, 1999) 

 

pJN105_ ginA  ginA clonado en pJN105  Este estudio  

pJN105_ ginB  ginB clonado en pJN105  Este estudio  

pJN106  PBAD::lacZ derivado de pJN105, KanR (Newman & 

Fuqua, 1999) 

 

a DSMZ, Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; Thermo 

Scientific GeneJET PCR Cloning Kit #KT1231; ATCC, American Type Culture Collection. 
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Técnicas moleculares 

Las técnicas moleculares empleadas en este trabajo son en general técnicas 

estándares (Sambrook et al., 1989). Las parejas de cebadores empleadas fueron 

diseñadas con el programa Primer3 Plus (Rozen & Skaletsky, 2000), a partir de la 

secuencia del genoma de P. stutzeri DSM 4166 (número de acceso CP002622) y se 

describen en la Tabla 2. 

Tabla 2. Parejas de cebadores empleadas en este estudio. 

Nombre  Secuencia (5’→3’)a 
Tamaño 

fragmentob Locus Tagc 

Rec-F1 ggtgagaaatcagatcaatgg 954 PSTAA_0885  

Rec-R1 gaatcaccgcttccttggtc 

 

PSTAA_0900 

Rec-F2 tgctcaaggtacttcttggtc 813 PSTAA_0885  

Rec-R2 tgcttgaagtcaccgcgtag 

 

PSTAA_0900 

ginA_F gcatctggctgtgtttgagg 1979 PSTAA_0885 

ginA_R ggcacattctcaatggctgc 

 

PSTAA_0886 

compA-F GCTAGCcagtcggtgcccatgactat 1465 960659 

compA-R ACTAGTgttgactgaatgactggccg 

 

PSTAA_0886 

ginB_F acatggatgttcggctggag 1977 PSTAA_0885  

ginB_R ttggcaaactccgtgaaggg 

 

PSTAA_0887 

compB-F GCTAGCacatggatgttcggctggag 1913 PSTAA_0885 

compB-R ACTAGTtgaagctacagccgtcgaag PSTAA_0887 

ginB_F acatggatgttcggctggag 302 PSTAA_0885 

Ptz-RNA-R2 gttgactgaatgactggccg PSTAA_0886 

Ptz-RNA-FB tcacgggcacttaggattcg 306 PSTAA_0886 

ginA_R ggcacattctcaatggctgc PSTAA_0886 

Ptz-RNA-F3 tgtactccaatcaccgagcg 341 PSTAA_0886 

Ptz-RNA-R3 tgaagctacagccgtcgaag PSTAA_0887 

Ptz-RNA-FC3 tcctgattgacgccttctcc 336 PSTAA_0887 

Ptz-RNA-RC3 tgagattgccaagcctcacg PSTAA_0887 

Ptz-RNA-FD tcgccagtccctgatgaaac 214 965895 

Ptz-RNA-RD catatccgcattggcttgcc  966108 

gyrB-stz-F acgcagatccatttcaaacc 293 PSTAA_0004 

gyrB-stz-R ttgaagctgtcgttccactg PSTAA_0004 

a
 En mayúsculas se destaca la secuencia de los adaptadores NheI y SpeI empleados para el 

clonaje de los fragmentos amplificados.  
b
 El tamaño de los fragmentos amplificados se expresa en pares de bases (pb).  

c Locus_Tag de la CDS de P. stutzeri DSM 4166 en la que anilla el cebador. Si la secuencia 

del cebador no pertenece a ninguna CDS se indica la coordenada en la que se encuentra la 
primera base de la secuencia del cebador. 
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Todos los fragmentos de ADN empleados en las diversas construcciones utilizadas 

para la generación de mutantes y la complementación de los mismos, se amplificaron 

con la polimerasa de alta fidelidad PrimeSTAR HS (Takara Bio Inc, Japón). Las 

condiciones de la reacción fueron: desnaturalización inicial a 98 °C durante 2 min 30 s, 

seguido de 30 ciclos de 98 °C 10 s, 52 °C 5 s y 72 °C a razón de un min por kb de ADN 

a amplificar y un ciclo de extensión final de 7 min y 30 s a 72 °C. El resto de 

amplificaciones rutinarias y de comprobación se llevaron a cabo empleando la 

polimerasa estándar Biotaq (Bioline Ltd., Reino Unido), en las condiciones de 

desnaturalización inicial de 94 °C durante 5-10 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C 30 s, 

52 °C 30 s y 72° C a razón de 1 min por cada kb de producto y un ciclo de extensión 

final de 7 min a 72 °C. 

La integridad y tamaño de las moléculas de ADN se comprobaron mediante su 

separación electroforética en geles de agarosa al 0,8% o 2%, utilizando tampón 1xTAE 

(Sambrook et al., 1989). Los geles fueron posteriormente sumergidos en una solución 

de bromuro de etidio (Merck Millipore) y el ADN fue visualizado mediante un 

transiluminador de luz ultravioleta (ChemiDoc BioRad). Se utilizaron los marcadores de 

peso molecular HyperLadder 1kb (200-10037 pb) e HyperLadder 100 pb (100-1013 pb) 

de Bioline (Bioline Ltd., Reino Unido) para inferir el tamaño de los fragmentos de 

ADN. Se empleó el kit Agarosa GelExtract Mini Kit (5 PRIME) para purificar los 

fragmentos de ADN desde geles de agar y el kit Illustra plasmidPrep Mini Spin (GE 

Healthcare Life Sciences) para extraer el ADN plasmídico. Las enzimas para la 

digestión del ADN, generación de extremos romos (enzima Klenow,), desfosforilación 

(Antartic Phosphatase) y ligación del ADN (T4 ADN ligase) que se utilizaron 

pertenecen al fabricante New England Biolabs.  

Se utilizaron células electrocompetentes comerciales de E. coli (DH5α Life 

Technologies, Thermo Fisher Scientific) y se prepararon células competentes de 

P. stutzeri siguiendo metodología ya descrita (Choi et al., 2006). Las construcciones de 

ADN se transfirieron a las células electrocompetentes mediante un pulso eléctrico de 

1,25 Kv; 25 μF; 200 Ω, en una cubeta de 1 mm de ranura. Tras el pulso, las células 

fueron inmediatamente transferidas a medio líquido rico, LB (E. coli) o KMB 

(P. stutzeri), para su recuperación, que se incubó durante 1 hora a 37 °C en agitación en 

el caso de E. coli y durante 2-4 horas a 28 °C en el caso de P. stutzeri. Los 

transformantes se seleccionaron en medio de cultivo sólido, suplementado con el 
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antibiótico pertinente. La transferencia de plásmidos derivados de pJN105 a células de 

P. stutzeri DSM 4166 se llevó a cabo por conjugación triparental, empleando el 

plásmido ayudante pRK2013 (Figurski & Helinski, 1979, Sambrook et al., 1989). Los 

transconjugantes se seleccionaron en medio de cultivo KMB suplementado con 

nitrofurantoína y el antibiótico pertinente. 

Se purificó ARN de células de P. stutzeri cultivadas durante 16 horas en KMB 

líquido a 28 °C siguiendo la metodología estándar y utilizando los reactivos TriPure 

Isolation Reagent (Roche Diagnostics ) para el aislamiento y TURBO DNA-free Kit 

(Ambion, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) para la eliminación del ADN 

(Sambrook et al., 1989). La concentración y calidad del ARN aislado se determinó por 

espectrofotometría y su integridad se comprobó mediante electroforesis y visualización 

del ARN. Se emplearon hexanucleótidos generados al azar (Random Primers Cat.# 

C1181 Biotech Ibérica, SL) y el kit ImProm-II Reverse Transcription System (Promega 

Biotech Ibérica, SL) para la síntesis de cDNA, a partir de 1 µg de ARN purificado, en 

una reacción de retrotranscripción con las siguientes condiciones: un ciclo de 25 °C 

durante 5 min, seguido de 60 min a 42 °C y un periodo final de 15 min a 70 °C. El 

cDNA se amplificó con la polimerasa estándar en las condiciones indicadas 

anteriormente. Los controles que se incluyeron en esta PCR fueron, por una parte la 

amplificación de un cDNA resultante de una reacción de retrotranscripción en la que no 

se añadió transcriptasa inversa, para descartar una posible contaminación de ADN, y la 

amplificación de ADN purificado como control positivo de la reacción de PCR. Se 

amplificó un fragmento interno del gen gyrB, con los primers gyrB-stz-F y gyrB-stz-R 

(ver Tabla 2) para confirmar la presencia de cDNA sintetizado. 

Los fragmentos amplificados y las construcciones realizadas fueron verificados por 

secuenciación de los mismos, que se llevó a cabo siguiendo el método de Sanger en la 

empresa Macrogen Inc. (Amsterdam, Holanda) o la empresa StabVida (Caparica, 

Portugal). Para el alineamiento, edición y visualización de las secuencias se empleó el 

servidor web de MultAlin (Corpet, 1988) y el visor Artemis (Carver et al., 2008). 

Construcción de los mutantes y complementación 

Los alelos originales de ginA y ginB fueron intercambiados por versiones defectivas 

de los mismos que contenían una inserción de dos nucleótidos y una deleción de cuatro 

nucleótidos respectivamente, y que por lo tanto interrumpían su pauta de lectura. Para 
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ello, primeramente se identificó una secuencia de reconocimiento de una enzima de 

restricción única en la región a clonar de cada gen, AccI en ginA y SacI en ginB, que 

sería el sitio donde generar cada mutación. En cada caso se amplificó un fragmento que 

abarcó un mínimo de una kilobase a cada lado del sitio a modificar, utilizando los 

cebadores ginA_F y ginA_R, para la mutación de ginA, y ginB_F y ginB_R para el caso 

de ginB (ver Tabla 2). Dichos fragmentos fueron clonados en pJET1.2 para su posterior 

linearización mediante la digestión con la enzima correspondiente, generación de 

extremos romos por medio de la actividad 5’ polimerasa y 3’ exonucleasa de la enzima 

klenow y religación final. Estas nuevas construcciones fueron transformadas en E. coli 

para su amplificación y posterior aislamiento. Los fragmentos modificados se liberaron 

del vector pJET1.2 mediante digestión BglII, se recuperaron y purificaron de un gel, y 

se ligaron en el sitio BamHI del polilinker del vector pK18mobsacB. Este vector no se 

replica en Pseudomonas, contiene un cassette de resistencia a kanamicina y el gen sacB, 

originario de Bacillus subtilis que causa letalidad en presencia de sacarosa (Schafer et 

al., 1994). Tras su secuenciación y comprobación, cada una de estas dos construcciones 

fueron introducidas en células competentes de P. stutzeri por electroporación y su 

integración específica, dada por recombinación homóloga, se comprobó por PCR 

utilizando los cebadores M13 reverse y ginB_R en el caso de ginA y M13forward y 

ginA_F en el caso de ginB. Los clones que presentaban la integración específica del 

vector se cultivaron en placas de KMB suplementado con sacarosa para seleccionar 

aquellos que habían sufrido una segunda recombinación y eliminado el vector 

pK18mobsacB, que por lo tanto, debían también presentar sensibilidad a kanamicina. 

Debido a la naturaleza de la técnica de intercambio alélico empleada, aproximadamente 

el 50% de los clones Kan
S
 y Suc

R
 habrían incorporado en su genoma el fragmento 

modificado siendo defectivos en el gen de interés. La identificación de estos casos se 

llevó a cabo mediante la amplificación de la región modificada empleando los 

cebadores ginA_F y compA-R para ginA y Ptz-RNA-FB y ginB_R para ginB, y 

posterior digestión del amplicón con la enzima objeto, de manera que en aquellos casos 

en los que se había introducido exitosamente la modificación en el genoma de P. 

stutzeri, el fragmento amplificado no se digeriría con dicha enzima debido a que su 

secuencia de reconocimiento había sido modificada por la enzima klenow. 

Los mutantes generados se complementaron empleando el vector replicativo 

pJN105 (Newman & Fuqua, 1999), de manera que se clonó, en cada caso, una copia 
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funcional de los genes ginA y ginB bajo el promotor inducible por arabinosa PBAD. Para 

ello, se diseñaron específicamente las parejas de cebadores compA-F - R y compB-F - R 

descritos en la Tabla 2. Los fragmentos purificados fueron clonados en el vector 

pJET1.2 y liberados del mismo mediante la digestion doble NheI y SpeI y clonados en 

el sitio SpeI de pJN105, en fase con el promotor inducible. La selección de las 

construcciones que contenían los genes en la dirección deseada se realizó por PCR con 

el primer universal M13forward que anilla en el vector, y los primers ginB_F y Ptz-

RNA-F3 que anillan en ginA y ginB respectivamente. Dichas construcciones fueron 

transferidas a las cepas receptoras de P. stutzeri por conjugación triparental. 

Análisis del fenotipo 

En este trabajo, los ensayos de análisis del fenotipo de los mutantes defectivos y 

aquellos complementados se basan en detectar los episomas de la isla genómica 

denominada GInt. Para ello se amplifica la zona de unión de los extremos de la isla, que 

sólo es posible si ésta se encuentra en la célula conformando una molécula circular extra 

cromosómica. Se realizaron PCRs anidadas para la detección de los episomas debido a 

que su frecuencia de formación podría ser muy baja, y por lo tanto, no detectable en una 

única reacción de amplificación (Bardaji, 2013). En una primera ronda de PCR se 

emplearon los cebadores Rec-F1 y Rec-R1 (ver Tabla 2) que anillan próximos a los 

límites internos del elemento y que están dirigidos hacia fuera. Después, se llevó a cabo 

una segunda PCR empleando la pareja de cebadores Rec-F2 y Rec-R2 que anillan 

dentro de la región amplificada en la primera PCR y cuyo producto se utilizó como 

ADN molde. Una muestra de 100 µl de un cultivo bacteriano, incubado 16 horas a 28 ºC 

en agitación, más 400 µl de agua destilada estéril, se hirvió durante 10 min y se 

centrifugó para liberar el ADN que se utilizó en la primera PCR. Se emplearon 2,5 µl de 

este lisado para la primera reacción de PCR, realizada en un volumen final de 12,5 µl; 

para la segunda reacción de PCR se utilizaron 2,5 µl de la primera reacción y se realizó 

también en un volumen final de 12,5 µl. Las PCRs se llevaron a cabo en las condiciones 

previamente descritas, pero con una temperatura de anillamiento de 58 ºC. 
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Resultados 

Construcción de los mutantes de Pseudomonas stutzeri DSM 4166  

Los GInts, que están presentes en diversas especies bacterianas, contienen en su 

extremo 5’ un operón gin altamente conservado. Además, tanto los análisis 

filogenéticos como los ensayos realizados en este laboratorio sugieren que estos 

elementos móviles son activos y capaces de transferirse preferencialmente entre 

bacterias filogenéticamente próximas. El operón gin contiene tres genes que codifican 

para proteínas que presentan similitud con integrasas, tirosina recombinasas de fagos, 

por lo que podría estar directamente implicado en la capacidad de los GInts para 

circularizarse y formar un episoma que se transfiriere horizontalmente. (Bardaji, 2013).  

Llevamos a cabo la mutagénesis dirigida de P. stutzeri DSM 4166 para determinar 

si los genes ginA y ginB están implicados en la formación de estas moléculas circulares, 

que se pueden detectar por PCR. Se empleó la técnica del intercambio alélico o “marker 

exchange”, utilizando el vector pK18mobsacB (Kan
R
, Suc

S
), para introducir mutaciones 

en las secuencias codificantes de ambos genes. En particular, se modificó la diana de 

restricción de AccI en ginA, por adición de dos nucleótidos, y la de SacI en ginB, por 

deleción de cuatro nucleótidos. Una copia de aproximadamente dos kb, de la región 

modificada a intercambiar en cada caso, se clonó en pK18mobsacB, que posteriormente 

se transfirió a la cepa silvestre P. stutzeri DSM 4166, en cuyo genoma se integró 

específicamente. La propagación de los clones obtenidos en medio sólido suplementado 

con sacarosa, permitió seleccionar aquellos eventos en los que una segunda 

recombinación había expulsado al vector del cromosoma hospedador. PCRs específicas, 

que amplificaban la región modificada, y la digestión del producto amplificado con las 

enzimas AccI y SacI permitió seleccionar los clones UPN821 y UPN823. Estos clones 

presentaban resistencia a sacarosa y eran sensibles a kanamicina, indicando que habían 

perdido el vector pk18mobsacB. Además en el caso de UPN821 el fragmento 

amplificado de ginA no se digirió con AccI, indicando que se había alterado su 

secuencia codificante (ver Figura 2). Del mismo modo la región amplificada de ginB del 

cromosoma de UPN823 no se digirió con la enzima SacI, indicando que este clon 

también había incorporado el alelo mutado. Las secuencias de ginA y ginB de estas 
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cepas derivadas de P. stutzeri DSM 4466 eran completamente idénticas a las originales 

salvo en la mutación puntual introducida para cada caso. 

 

 

Figura 2. Amplificación y digestión de las regiones a modificar y modificadas de 

P. stutzeri DSM 4166, UPN821 y UPN823. 

1. PCR de P. stutzeri DSM 4166 de la región a mutagenizar en ginA. El producto de PCR 

obtenido de la amplificación de esta región en UPN821 es el mismo y no se muestra para 

simplificar la figura. 2. Digestión AccI del producto de PCR de ADN de UPN821. 

3. Digestión AccI del producto de PCR de P. stutzeri DSM 4166. 4. PCR de P. stutzeri 

DSM 4166 de la región a mutagenizar en ginB. El producto de PCR obtenido de la 

amplificación de esta región en UPN823 es el mismo y no se muestra para simplificar la 

figura. 5. Digestión SacI del producto de PCR generado a partir de ADN de UPN823. 

6. Digestión SacI del producto de PCR generado a partir de ADN de P. stutzeri DSM 

4166. M. Marcador molecular. En la electroforesis se aplicó un voltaje de 100V durante 

50 minutos empleando geles de TAE con 0,8% de agarosa.  

UPN821 es un mutante que contiene dos nucleótidos adicionales (CT) en ginA, lo 

que da lugar un producto mutado GinA’, 43 aminoácidos mayor que la proteína 

original. Esta proteína pierde cualquier similitud con GinA a partir del residuo 344. En 

el caso de UPN823, su alelo ginB carece de cuatro nucleótidos (AGCT) cambiando este 

hecho la pauta de lectura e introduciendo un stop prematuro. GinB’ pierde su similitud 

con la proteína original a partir del residuo 300 y es 225 aminoácidos más corta. 

GinA tiene un dominio de núcleo catalítico de integrasa  y de enzima de ruptura y 

reorganización de ADN, predichos por el programa InterPro (EMBL, UK), y 

localizados entre los residuos 173-349, que no se ven afectados por la mutación y se 

conservan en GinA’. No obstante, el alineamiento de la secuencia de aminoácidos de 

GinA, llevado a cabo por el programa PSI-Blast, con 1000 proteínas homólogas predice 

cuatro regiones con nueve residuos conservados en el 90% de dichas proteínas 

(Gly-217, Arg-219, Glu-222, Arg-262, His-336, Arg-339, His-340, Gly-376, Tyr-387). 

GinA’ pierde los aminoácidos 376 y 387, que corresponden a una glicina y una tirosina 

respectivamente. En el caso de GinB’ el dominio de núcleo catalítico de integrasa 

predicho por el programa InterPro, entre los residuos 173-405, se pierde. Según el 

alineamiento realizado por el programa PSI-Blast, GinB tiene siete residuos altamente 
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conservados, de los cuales GinB’ sólo conserva dos (Gly-205 y Arg-207), perdiendo los 

aminoácidos 362, 365, 366, 388 y 397 que corresponden a histidina, arginina, histidina, 

histidina y tirosina respectivamente (ver Figura 3) (Bardaji et al., 2014). 

 

 

Figura 3. Alineamiento a pares y comparación de la secuencia parcial de aminoácidos de las proteínas GinA 

y GinB con respecto a las mutantes GinA’ y GinB’. 

A. Alineamiento de GinA con GinA’. B. Alineamiento de GinB con GinB’. Sobre la secuencia de aminoácidos se 

indica la posición del residuo a comparar. La estrella indica el punto de la secuencia en el que la proteína aberrante 

pierde su similitud con la original en cada caso. Las cajas azules señalan las regiones conservadas identificadas en 

una comparación PSI-Blast de 1000 secuencias de proteínas homólogas. Las flechas verdes señalan los residuos 

conservados de cada región en el 90% de las proteínas alineadas, con la excepción del residuo 230 del alineamiento 

A, que se conserva tan solo en el 70% de las proteínas homólogas. 

UPN821 y UPN823 no presentan episomas 

Una vez generados los mutantes UPN821 y UPN823, como comprobación previa, 

se analizaron los transcritos del operón gin en estos individuos mediante análisis de RT-

PCR, a partir de ARN purificado de células cultivadas en KMB y empleando 

hexanucleótidos generados al azar. Las amplificaciones de cDNA de UPN821 y 

UPN823 generaron amplicones de los tamaños esperados utilizando cebadores 
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específicos de fragmentos internos de ginB, ginC y ginD, así como de fragmentos 

solapantes entre los genes ginA y ginB y entre ginB y ginC (ver Tabla 2 y Material y 

Métodos), indicando que estos genes mutados se transcriben en un ARNm 

policistrónico (ver Figura 4). Además, las amplificaciones de cDNA de UPN821 y 

UPN823 obtenido en idénticas reacciones de retrotranscripción pero sin 

retrotranscriptasa no produjeron ningún amplicón detectable indicando que las muestras 

de ARN estaban libres de ADN. Por lo tanto, los cambios introducidos en UPN821 y 

UPN823 producen mutaciones no polares ya que no afectan a la transcripción del 

operón gin. 

 

 

Figura 4. Resultado del análisis de RT-PCR del operón gin en UPN821. 

Resultados de RT-PCR obtenidos a partir de cDNA sintetizado con hexanucleótidos generados al 

azar. Las parejas de cebadores empleadas fueron: 1. gyrB-stz-F/R; 2. ginB_F/Ptz-RNA-R2; 

3. Ptz-RNA-FB/ginA_R; 4. Ptz-RNA-F3/R3; 5. Ptz-RNA-FC3/RC3; 6. Ptz-RNA-FD/RD (ver 

Tabla 2). En la figura del operón gin se indica la región amplificada por cada pareja de 

cebadores. M. Marcador molecular. En cada caso, la columna de la izquierda corresponde al 

resultado de RT-PCR y la columna de la derecha al control negativo de cada reacción. Como 

control negativo se realizaron PCRs a partir de cDNA sintetizado en una reacción de 

retrotranscripción sin retrotranscriptasa. Se realizó el mismo análisis en UPN823 y P. stutzeri 

DSM 4166 con idéntico resultado. En la electroforesis se aplicó un voltaje de 100V durante 50 

minutos empleando geles de TAE con 2% de agarosa.  

Para evaluar si las mutaciones introducidas en ginA y ginB afectaban a la formación 

de los episomas, se realizaron ensayos de PCR anidada a los mutantes UPN821 y 

UPN823 utilizando cebadores próximos a los límites internos del GInt y dirigidos hacia 

fuera (ver Material y Métodos). Amplificaciones de ADN extraído de cultivos de ambos 

clones en KMB, no produjeron ningún amplicón detectable durante la primera ronda de 

PCR (ver Figura 5). No obstante, pese a que la detección del episoma en P. stutzeri se 
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produce en la primera ronda, se realizó una segunda ronda de PCR en ambos casos, con 

el fin de descartar la posibilidad de que las mutaciones producidas en ginA y ginB 

disminuyeran la frecuencia de formación de los elementos. En esta segunda ronda de 

PCR ninguno de los mutantes produjo un amplicón detectable. La pérdida de la 

capacidad de formación de los episomas que aparentemente muestran UPN821 y 

UPN823 sugiere que tanto ginA como ginB son esenciales para la formación de estas 

moléculas circulares. 

 

Figura 5. Resultado de la PCR anidada para la detección de los episomas en los 

mutantes UPN821 y UPN823. 

Los mutantes no produjeron amplificación alguna, mientras que la cepa salvaje 

P. stutzeri DSM 4166, utilizada como control positivo, produjo una amplificación 

específica desde la primera ronda de PCR. El control negativo utilizado fue agua. 

Los ensayos se realizaron por duplicado, réplica 1 y 2. En la electroforesis se aplicó 

un voltaje de 110V durante 40 minutos empleando geles de TAE con 0,8% de 

agarosa. 

Complementación de UPN821 y UPN823 

Los resultados del ensayo realizado con UPN821 y UPN823, indicaron que en 

efecto, ambos genes, ginA y ginB, están directa o indirectamente implicados en la 

formación del episoma. Para confirmar el papel de estos genes, se llevó a cabo la 

complementación en trans de estos mutantes con una copia del gen silvestre. Una copia 

funcional de ginA y de ginB se clonó en el vector pJN105 bajo el control del cassette 

regulador araC-PBAD (Newman & Fuqua, 1999) de manera que su expresión fuera 

inducible por L-arabinosa. Estas construcciones fueron introducidas en células de 

UPN821 y UPN823 por conjugación triparental, dando lugar a los clones UPN872 y 

UPN873. Además se obtuvieron también los clones UPN869 y UPN870, los cuales 
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derivan de UPN821 y UPN823 y contienen al vector pJN106, utilizado para controlar y 

monitorizar la expresión inducida por la adición de L-arabinosa (Newman & Fuqua, 

1999). 

Una vez generados los mutantes complementados se comprobó primeramente que 

cada uno de ellos contenía la copia funcional de su gen mutado, mediante ensayos de 

PCR y digestión del producto con AccI y SacI. ADN de UPN872 y UPN873 fue 

amplificado con las parejas de cebadores ginA_F y compA-R (ginA) y Ptz-RNA-FB y 

ginB_R (ginB) (ver Material y Métodos). Amplicones específicos de ginA y ginB del 

clon UPN872 fueron digeridos con las enzimas AccI y SacI respectivamente. En el 

primer caso, la digestión con AccI generó tres bandas de 1266 pb, 884 pb y 382 pb que 

corresponden a la pérdida de la secuencia de reconocimiento de la enzima AccI en ginA 

en UPN821, y a su vez, a la conservación de ésta en la copia del gen clonada en 

pJN105. En el segundo caso, la digestión del amplicón procedente de ginB con SacI 

generó 2 bandas de 925 pb y 343 pb, indicando que la secuencia de reconocimiento de 

la enzima no estaba alterada y que por lo tanto este gen no se encontraba mutado. En 

definitiva, los resultados nos corroboraron que UPN872 correspondía al mutante 

UPN821 complementado con la copia funcional de ginA. Del mismo modo amplicones 

específicos de ginA y ginB del clon UPN873 digeridos con las enzimas AccI y SacI 

respectivamente generaban perfiles de restricción compatibles con la complementación 

en trans de UPN823 con un alelo salvaje de ginB (dos fragmentos de 884 pb y 382 pb 

en el primer caso, indicando la conservación de la secuencia codificante de ginA y tres 

bandas específicas de 1268 pb, 925 pb y 343 pb en el segundo, debida a la mutación del 

gen ginB en UPN823 y la presencia de la copia funcional clonada en pJN105) (ver 

Figura 6). 

 

Figura 6. Amplificación y digestión de las regiones 

mutagenizadas y silvestres de UPN872 y UPN873.  

1. y 2. Producto de PCR de UPN872 y UPN873, 

respectivamente, generado con los cebadores ginA_F y 

compA-R y digerido con AccI. 3. y 4. Producto de PCR 

de UPN872 y UPN873, respectivamente, generado con 

los cebadores Ptz-RNA-FB y ginB_R y digerido con 

SacI. M. Marcador molecular. En la electroforesis se 

aplicó un voltaje de 110V durante 40 minutos 

empleando geles de TAE con 0,8% de agarosa. 
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Para evaluar la formación de los episomas en los mutantes complementados se 

realizaron ensayos de PCR anidada. El ADN de UPN872 y UPN873 se extrajo de un 

cultivo de KMB enriquecido con arabinosa, para inducir la expresión del gen silvestre. 

Bajo estas mismas condiciones se cultivaron los clones UPN869 y UPN870, pero en 

este caso los cultivos se suplementaron con X-gal, de manera que la coloración azul que 

tomó el medio de cultivo fue indicativa de que las condiciones de inducción eran 

adecuadas. En los mutantes UPN872 y UPN873 se visualizó el amplicón que 

evidenciaba la formación del episoma en la primera ronda de PCR, indicando que al 

recuperar la funcionalidad de los genes ginA y ginB la capacidad de formación de 

episomas del GInt quedaba restaurada. En las mismas condiciones, amplificaciones de 

ADN de UPN869 y UPN870 no generaron ningún amplicón detectable ni en la primera 

ni en la segunda ronda de PCR corroborando que los genes ginA y ginB son esenciales 

para la formación de los episomas (ver Figura 7). 

 

 

Figura 7. Segunda ronda de PCR anidada para la detección de los 

episomas en los mutantes complementados UPN872 y UPN873. 

En ambos mutantes se produjeron amplificaciones específicas del 

episoma en la primera y segunda ronda de PCR. De igual modo, en la 

cepa salvaje P. stutzeri DSM 4166, utilizada como control positivo de 

la PCR, se obtuvo un amplicón detectable. Los clones UPN869 y 

UPN870 no produjeron amplificación alguna. Como control negativo 

se amplificó una reacción con agua. Los ensayos se realizaron por 

duplicado aunque se muestra una única réplica. En la electroforesis se 

aplicó un voltaje de 110V durante 40 minutos empleando geles de 

TAE con 0,8% de agarosa. 
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Discusión 
Los GInts agrupan a una familia de islas genómicas que presentan la característica 

inusual de contener en su extremo 5’ el operón altamente conservado ginABCD, donde 

ginA, ginB y ginC codifican proteínas homólogas a integrasas. Es muy común que una 

gran variedad de EGMs como profagos, plásmidos integrativos, transposones e islas 

genómicas contengan recombinasas de tirosina, generalmente un único gen localizado 

en un extremo del elemento (Hirano et al., 2011, Osborn & Boltner, 2002). También se 

han descrito elementos, como el bacteriófago CTXϕ, que no contienen integrasas que 

participen en su movilización sino que utiliza integrasas propias del genoma hospedador 

para movilizarse (Das et al., 2014). Recientemente se han descrito los elementos RIT 

(Recombinases In Trio), que consisten en tres integrasas consecutivas que están 

ampliamente distribuidas en multitud de géneros bacterianos, aunque no está claro si se 

asocian a ADN formando islas genómicas, ni si estos elementos se movilizan por la 

acción conjunta de los tres genes (Ricker et al., 2013, Van Houdt et al., 2012). 

En el laboratorio de Patología Vegetal de la UPNA se ha conseguido demostrar que 

los GInts forman episomas en distintos fondos genéticos dentro del género 

Pseudomonas, si bien no se ha logrado hasta la fecha observar la transferencia del 

elemento en condiciones de laboratorio (Bardaji, 2013). Sin embargo, en islas 

genómicas ya descritas, la formación de estos episomas es un paso previo a su 

transferencia. La isla genómica PPHGI-1de P. syringae pv. phaseolicola 1302A se 

transfiere a otras cepas del mismo patovar por transformación, formando previamente 

una molécula circular intermediaria (Lovell et al., 2011, Lovell et al., 2009). Por esta 

razón, consideramos que la detección del episoma es una evidencia directa de la 

capacidad de movilización de los GInt.  

Este trabajo demuestra que los genes ginA y ginB de P. stutzeri DSM 4166 son 

esenciales en la formación del episoma. Los mutantes específicamente construidos para 

este estudio, UPN821 y UPN823, no generaron intermediarios circulares extra 

cromosómicos. Estos mutantes son mutantes no polares, a tenor de los resultados del 

análisis de RT-PCR que demuestran que el transcrito del operón gin no se vio afectado 

por las alteraciones introducidas en su secuencia. Además, se llevó a cabo la 

complementación de ambos mutantes, obteniendo los derivados UPN872 y UPN873, 

quienes mostraron el fenotipo de la cepa salvaje. Los dos nucleótidos añadidos a la 
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secuencia de ginA resultaron en una proteína GinA’ 43 aminoácidos mayor que 

cambiaba drásticamente respecto a la original a partir del residuo 344. GinA’ carece de 

dos de los diez residuos altamente conservados: Gly-376, Tyr-387. Por su parte, la 

deleción de cuatro nucleótidos en ginB resultó en una proteína GinB’ 225 aminoácidos 

más corta que GinB. Este derivado pierde el dominio de núcleo catalítico de integrasa 

predicho y, en particular, cinco de los siete residuos conservados en el 90% de las 1000 

proteínas recombinasas de tirosina alineadas por el programa PSI-Blast (His-362, Arg-

365, His-366, His-388 y Tyr-397). Una vez conocida la implicación de estos genes en la 

formación de los episomas sería interesante llevar a cabo un estudio más exhaustivo que 

permitiera identificar los dominios funcionales de ambas proteínas. Para ello, se podrían 

introducir cambios específicos en las secuencias codificantes que modificaran 

exclusivamente los codones que codifican los residuos conservados a estudiar, sin variar 

el resto de la secuencia de aminoácidos.  

La actuación conjunta entre dos recombinas se ha descrito previamente; las enzimas 

XerC y XerD reconocen un sitio de reconocimiento dif y se unen a éste de forma 

secuencial y cooperativa (Dominguez et al., 2011). En nuestro caso, GinC y GinD 

podrían estar también implicadas en este proceso y, de ser así, sería la primera 

documentación de la actuación conjunta de cuatro proteínas en la movilización de una 

isla genómica. De hecho, existen indicios que sugieren que GinC también podría 

participar en este proceso. Por una parte, GinC presenta homología con recombinasas de 

tirosina y tiene regiones con los mismos residuos conservados presentes en GinA y 

GinB (Bardaji et al., 2014). Por otra parte, el GInt presente en la cepa no toxigénica 

P. syringae pv. phaseolicola CYL314, contiene una deleción de 343 aa de manera que 

ha perdido los extremos carboxilo y amino de GinB y GinC respectivamente. Las PCRs 

anidadas realizadas a esta cepa fallaron en detectar el episoma, sugiriendo que este 

elemento ha perdido la capacidad de movilizarse y por lo tanto está fijado en el genoma 

de la bacteria (Bardaji, 2013). La proteína GinB en CYL314, a pesar de estar truncada, 

conserva el dominio catalítico de integrasa y todas las regiones identificadas y 

susceptibles de ser funcionales. Por esta razón, esta proteína podría seguir siendo 

funcional. Sin embargo, la deleción en ginC, que pierde el comienzo de su secuencia y 

su sitio de unión al ribosoma, no permite la traducción de GinC. Este hecho nos empuja 

a especular sobre la implicación de GinC en la movilización del elemento. Es por tanto 

de suma importancia seguir generando mutantes no polares de ginC y ginD. A la vista 
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de los resultados, la metodología empleada en este trabajo es adecuada y permite 

obtener datos sobre la funcionalidad de los genes gin de manera eficiente y satisfactoria.  

Las recombinas de tirosina no sólo participan en la escisión de islas genómicas y 

demás EGMs, éstas también se involucran en la integración del elemento y en otros 

procesos de reordenamiento de ADN que requieren una recombinación específica de 

sitio (Nunes-Duby et al., 1998). Por lo tanto, cabría esperar que el operón gin también 

estuviera implicado en la integración de los GInts. Desafortunadamente, por el 

momento, no nos es posible realizar esta evaluación debido a los infructuosos intentos 

de transferir los GInts llevados a cabo. Por este motivo, una posible alternativa que 

permitiría analizar la participación de los genes gin en este proceso es la construcción de 

una isla artificial que simulase una GInt natural. Esta isla debería contener todo el ADN 

que aparece conservado en todos los GInt analizados hasta la fecha, el operón gin de 

P. stutzeri DSM 4166 y la región de 400 nucleótidos conservada en la región 3´ del 

elemento. 

.
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Conclusiones 
 Los genes ginA y ginB del operón gin son esenciales para la formación de los 

episomas, por lo que consideramos que están implicados en la movilidad del 

GInt.  

 La metodología utilizada nos ha permitido evaluar el papel de los genes gin, de 

manera eficiente y satisfactoria. Por estás razón consideramos que puede 

implementarse en el análisis de los genes ginC y ginD. 
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