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DESCRIPCIÓN

Sistema dirigido a IS para la inserción génica e ingeniería genética en bacterias Deinococcus

La presente invención se refiere a métodos y composiciones para la integración cromosómica de ácidos nucleicos en 
bacterias Deinococcus. La invención se refiere más particularmente a métodos de inserción génica multicopia mediada 
por IS o métodos dirigidos a IS para la ingeniería cromosómica en bacterias Deinococcus, las bacterias resultantes y 5
los usos de las mismas.

Introducción

Deinococcus es una bacteria Gram positiva que fue aislada en 1956 por Anderson y colaborares. Este organismo 
extremófilo es resistente al daño de ADN por UV y radiaciones ionizantes o por un agente de reticulación (mitomicina 
C) y es tolerante a la desecación. El documento WO01/023526 muestra la resistencia inusual de Deinococcus a la 10
radiación y propone además su modificación y uso en bio-remediación. El documento WO2009/063079 muestra que 
las bacterias Deinococcus pueden resistir disolventes y transformar biomasa para generar biocombustibles. El 
documento WO2010/130806 además describe cepas recombinantes de Deinococcus en las que se han insertado 
genes de biosíntesis de etanol. Estas cepas recombinantes exhiben prestaciones mejoradas en la producción de 
etanol. El documento WO 02/14490 describe un método para introducir un gen extraño que codifica, p.ej., amilasa, 15
celulasa o lacasa en bacterias, incluyendo Deinococcus, mediante recombinación homóloga usando una construcción 
de ADN que comprende el gen extraño flanqueado por “cajas de homología” cuyas secuencias son homólogas a una 
secuencia del genoma bacteriano.

La presente invención describe nuevas composiciones y métodos para modificar genéticamente bacterias 
Deinococcus. Más específicamente, la invención proporciona métodos mejorados basados en Secuencia de Inserción 20
para modificar genéticamente bacterias Deinococcus.

Sumario de la invención

La invención se refiere a métodos y construcciones para recombinación génica o modificación cromosómica en 
bacterias Deinococcus. Más específicamente, la invención se refiere a métodos y construcciones basados en IS para 
la inserción o amplificación génica en bacterias Deinococcus, o a la modificación genética mediada por IS de bacterias 25
Deinococcus.

Un objetivo de la invención, por tanto, se refiere a un método para introducir un ácido nucleico en el genoma de una 
bacteria Deinococcus, que comprende introducir dicho ácido nucleico en dicho genoma mediante una inserción 
mediada por IS. En realizaciones preferidas, el ácido nucleico se introduce en el genoma de la bacteria mediante 
recombinación homóloga con una IS presente en el genoma, mediante inserción mediada por intrón en una IS, o 30
mediante transposición mediada por IS.

Un objetivo adicional de la invención reside en un método para producir una bacteria Deinococcus recombinante que 
comprende una o varias copias de un gen de interés insertado en su genoma, comprendiendo el método la introducción 
de dicho gen de interés en el genoma de dicha bacteria mediante inserción mediada por IS y, opcionalmente, amplificar 
el número de copias sometiendo a dicha bacteria, o a un descendiente de la misma, a un tratamiento de amplificación 35
génica.

La descripción también se refiere a un método para inducir (o aumentar) la(s) redistribución(es) cromosómica(s) o el 
barajado en una bacteria Deinococcus, comprendiendo el método la expresión (o el aumento de la expresión) de al 
menos un gen de transposasa en dicha bacteria.

La invención también se refiere a una bacteria Deinococcus obtenida mediante inserción mediada por IS de un ácido 40
nucleico, o de un descendiente de dicha bacteria.

Otro objetivo de la invención es una bacteria Deinococcus que comprende una o varias copias de un ácido nucleico 
insertado en un elemento IS.

Un objetivo adicional de la invención reside en una molécula de ácido nucleico que comprende un gen de interés 
flanqueado, en uno o en ambos lados, por (i) una secuencia homóloga a una secuencia de un elemento IS de 45
Deinococcus, o (ii) por una secuencia de una secuencia de repetición invertida de un elemento IS de Deinococcus.

La descripción también se refiere a una bacteria Deinococcus recombinante que comprende una o varias copias de 
un gen de transposasa bajo el control de un promotor.

La invención puede ser llevada a cabo con cualquier bacteria Deinococcus y puede usarse para modificar bacterias 
con genotipos o fenotipos mejorados, particularmente bacterias que expresan genes recombinantes de interés.50

Leyendas de las Figuras

Fig. 1: Inserción génica mediante recombinación homóloga mediada por IS en Deinococcus.
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Fig. 2: Inserción de construcción de ADN de la ruta de etanol en IS66 de D. geothermalis.

Fig. 3: Inserción génica mediante transposición artificial mediada por IS en Deinococcus.

Descripción detallada de la invención

La invención se refiere a la inserción génica mediada por IS o ingeniería cromosómica en bacterias Deinococcus, las 
bacterias resultantes y los usos de las mismas.5

Las Secuencias de Inserción (IS, del inglés “Insertion Sequences”) son elementos genéticos transponibles 
identificados en determinados organismos procarióticos. Tienen una longitud típica que oscila entre 300 y 3000 pb 
(Mahillon y Chandler, 1998; Chandler y Mahillon, 2002). En bacterias, las IS se encuentran frecuentemente como parte 
de plásmidos naturales. Las IS típicamente poseen uno o dos marcos de lectura abiertos (ORFs) que codifican una 
transposasa, una enzima que es necesaria para su transposición. Este(os) ORF(s) está(n) rodeados por regiones 10
ligando que frecuentemente acaban en repeticiones invertidas (IRs) terminales cortas que oscilan típicamente entre 7 
y 50 pb de longitud. Algunas IS pueden portar múltiples secuencias repetidas en ambos extremos, que pueden 
representar sitios de unión de transposasa (Nagy Zita y Michael Chandler, Research in Microbiology 155 (5) p. 387-
398). Al contrario que los transposones, las IS no contienen un ORF que codifique la resistencia a fármacos. Tras la 
inserción, las IS a menudo son sometidas a repeticiones dirigidas cortas de 2 a 14 pb inmediatamente fuera de las 15
IRs.

A pesar de la divergencia de secuencia, las ISs han sido agrupadas en familias en base a las similitudes e identidades 
en la secuencia primaria de sus transposasa (Tpasas) y en su organización genética (Robinson, Lee & Marx, 2012). 
Esto incluye la disposición de sus marcos de lectura abiertos (ORFs), su longitud y la similitud de las repeticiones 
invertidas terminales, y el número característico de pares base en el ADN diana que duplican tras la inserción (Mahillon, 20
Léonard & Chandler, 1999).

Dependiendo de la IS, la inserción puede ser selectiva de sitio diana (Craig, 1997; Tobes & Pareja, 2006). A través de 
transposición, la IS puede interrumpir la región codificadora de un gen, o perturbar regiones promotoras y alterar la 
expresión génica. Dado que puede haber varias copias de la misma IS en un genoma, la IS también puede actuar 
como sitio de reordenamiento de ADN, tal como eliminaciones, duplicaciones e inversiones de segmentos de ADN 25
adyacentes a través de recombinación homóloga (Robinson et al., 2012). Las secuencias de inserción contribuyen a 
la variabilidad de los genomas y fenotipos procarióticos, y se cree que desempeñan un papel importante en la 
adaptabilidad de los procariontes al entorno (Schneider & Lenski, 2004).

Se han identificado elementos de IS en D. radiodurans (Makarova et al, 2001; Islam et al., 2003; Mennecier, Servant, 
Coste, Bailone & Sommer, 2006; Pasternak et al., 2010). La presente invención describe la caracterización de 30
secuencias de IS particulares en bacterias Deinococcus, así como usos de las mismas para modificación genética o 
barajado genético de dichas bacterias.

Más específicamente, los inventores analizaron la presencia y la existencia de diferentes familias de IS en genomas 
de Deinococcus sp. Se encontró un total de 11 familias de IS en 5 especies de Deinococcus evaluadas, que se 
presentan en la Tabla 1. Se observó que las familias de IS IS4, IS5, IS1 e IS701 eran las más distribuidas entre 35
Deinococos, siendo la familia más grande la IS4, que contiene un total de 68 miembros en Deinococos. 
Sorprendentemente, el genoma de D. geothermalis DSM113000 y de D. geothermalis MX6-1E poseen un mayor 
número de elementos de IS en comparación con las otras cepas de Deinococcus (Tabla 1). En estas cepas, se 
detectaron setenta y seis elementos de IS que pertenecen a 10 familias distintas (cepa DSM11300) y cincuenta y cinco 
dispersos en 7 familias de IS (cepa MX6-1E).40

Por lo tanto, la presente invención muestra un nivel alto inesperado de número de secuencias de inserción en cepas 
termófilas de Deinococcus tales como D. geothermalis (tabla 1). Este descubrimiento ofrece nuevas herramientas para 
la manipulación genética de cepas termófilas de Deinococcus y, en particular, permite la integración multicopia en 
bacterias Deinococcus para aumentar su expresión. La presencia de diferentes familias de IS en un único genoma de 
Deinococcus incluso permite la introducción de diferentes construcciones de ADN (un tipo de construcción está dirigido 45
a una familia de IS). La presente invención, por tanto, proporciona un nuevo método para insertar o extender o 
amplificar un gen deseado en un genoma de Deinococcus usando secuencias de inserción de Deinococcus.

La presente invención también proporciona un método de ingeniería cromosómica de una bacteria de Deinococcus a 
través de la expresión o la sobreproducción en dicha bacteria de una transposasa dirigida a una IS presente 
(preferiblemente en varias copias) del cromosoma o un plásmido de dicha bacteria.50

Definiciones

Dentro del contexto de la presente invención, el término “Secuencia de inserción” o elemento “IS” designa un elemento 
genético transponible que comprende al menos un gen de transposasa y una Repetición Invertida terminal flanqueante. 
Las IS están desprovistas de gen de resistencia a fármaco. Las ISs tienen una longitud típica que oscila entre 300 y 
3000 pb, oscilando las repeticiones invertidas terminales (IRs) típicamente entre 7 y 50 pb de longitud.55
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Los elementos IS preferidos para uso en la invención son elementos IS de Deinococcus, es decir, elementos de IS 
que tienen una secuencia de una IS presente en una o, preferiblemente, en varias copias del genoma de una bacteria 
Deinococcus. Los ejemplos específicos de elementos IS de Deinococcus según la invención son IS200/IS605, IS630; 
IS701; IS607; IS982; IS3; IS1; IS6; IS5; IS4 o IS66. La secuencia de estas IS se proporciona en el listado de 
secuencias.5

Los métodos “basados en IS” o los métodos “mediados por IS” designan cualquier método para insertar un gen en 
una bacteria Deinococcus que usa todo, o parte de, un elemento IS. La inserción típicamente está dirigida, es decir, 
es específica de sitio o está controlada por sitio. En particular, puesto que la inserción mediada por IS generalmente 
sigue una selectividad de diana del elemento IS, la inserción génica no es aleatoria sino que obedece a la misma regla.

El término “gen” designa cualquier molécula de ácido nucleico (p.ej., fragmento de ADN) de interés tal como 10
preferiblemente un ácido nucleico que comprende un ORF que codifica un producto (p.ej., ARN o polipéptido) de 
interés. El gen puede ser natural, recombinante o sintético. Un gen puede ser de cadena sencilla o doble, típicamente 
una molécula de ADN. En una realización particular, el gen preferiblemente codifica una proteína, tal como una enzima. 
El gen puede comprender adicionalmente uno o varios elementos reguladores, ligados operativamente al ORF, tal 
como un promotor, terminador, intrón, etc.15

El término “ingeniería cromosómica” designa cualquier modificación o reordenamiento de un cromosoma, tal como 
una eliminación, traslocalización, duplicación o inversión de una o varias secuencias dentro de un cromosoma o 
episoma. La ingeniería cromosómica puede dar como resultado nuevos cromosomas o episomas, creando de este 
modo nuevas rutas biológicas y/o diversidad genética en bacterias, lo que conduce, p.ej., a bacterias que tienen 
características mejoradas.20

Modificación genética mediada por IS de un Deinococcus

Como se ha indicado, la invención reside en una modificación genética mediada por IS de bacterias Deinococcus, 
típicamente para producir bacterias recombinantes o mejoradas genéticamente. La invención es particularmente 
ventajosa ya que la inserción mediada por IS es efectiva, puede ser selectiva de sitio, y permite la inserción de múltiples 
copias de un gen seleccionado. La inserción mediada por IS puede comprender preferiblemente la introducción del 25
gen en el genoma de la bacteria mediante recombinación homóloga con una IS presente seleccionada (o insertada o 
amplificada) en el genoma de la bacteria; o mediante transposición mediada por IS. El método puede implicar el uso 
de una casete de inserción, la construcción de un trasposón artificial, o el mecanismo de retro-alojamiento de intrón 
de grupo II como se describe más adelante, en combinación o no con tratamientos que dañan el ADN (radiación UV, 
gamma, X). Preferiblemente, la inserción mediada por IS de un gen en una bacteria Deinococcus incluye la 30
introducción (dirigida) de dicho gen en una secuencia de IS presente en el genoma de dicha bacteria.

La invención puede usarse para modificar genéticamente cualquier Deinococcus que contiene un elemento de IS, 
preferiblemente cualquier cepa de Deinococcus que contiene o que puede aceptar al menos dos copias de un elemento 
IS. Los ejemplos de cepas hospedantes de Deinococcus que pueden modificarse según la presente invención 
incluyen, aunque sin limitación, D. geothermalis, D. radiodurans, D. cellulolysiticus, D. murrayi, D. guilhemensis, D. 35
aerius, D. aerolatus, D. aerophilus, D. aetherius, D. alpinitundrae, D. altitudinis, D. apachensis, D. aquaticus, D. 
aquatilis, D. aquiradiocola, D. caeni, D. claudionis, D. daejeonensis, D. depolymerans, D. deserti, D. erythromyxa, D. 
ficus, D. frigens, D. gobiensis, D. grandis, D. hohokamensis, D. hopiensis, D. humi, D. indicus, D. maricopensis, D. 
marmoris, D. misasensis, D. mumbaiensis, D. navajonensis, D. papagonensis, D. peraridilitoris, D. pimensis, D. piscis,
D. proteolyticus, D. radiodurans, D. radiomollis, D. radiophilus, D. radiopugnans, D. reticulitermitis, D. roseus, D. 40
saxicola, D. sonorensis, D. wulumuqiensis, D. xibeiensis, D. xinjiangensis, D. yavapaiensis y D. yunweiensis. Las 
bacterias aceptoras preferidas son Deinococcus termófilas. Las bacterias más preferidas son Deinococcus que 
comprenden al menos 2 copias de un elemento IS, preferiblemente al menos 3 copias del mismo. Las copias pueden 
estar presentes en el cromosoma, o inducidas en dicho cromosoma.

Por consiguiente, el método de la invención típicamente comprende las siguientes etapas:45

a) provisión de una bacteria Deinococcus que contiene al menos 1, preferiblemente al menos 2 copias de un 
elemento IS diana, y;

b) inserción mediada por IS de un gen en dicho elemento IS diana.

Preferentemente, la IS diana es una IS presente en más de una copia del genoma (cromosoma y/o plásmido) de la 
bacteria Deinococcus seleccionada. La IS diana es más preferiblemente uno de los elementos IS seleccionados por 50
los inventores que se enumeran en la Tabla 1. La identificación de varios elementos IS distintos, adicionalmente, 
permite la propagación y la expresión de diferentes genes de interés en un genoma de Deinococcus. Una IS diana 
preferida se selecciona de IS200/IS605, IS630; IS701; IS607; IS982; IS3; IS1; IS6; IS5; IS4 o IS66.

La bacteria Deinococcus puede contener dichas al menos 2 copias de forma natural, o puede ser tratada para ampliar 
el número de copias de un elemento IS diana, antes de la etapa b), o después de la misma. Por consiguiente, la 55
invención generalmente comprende las siguientes etapas:

a) provisión de una bacteria Deinococcus para la cual se desea una modificación genética;
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b) selección, en dicha bacteria Deinococcus, de al menos un elemento IS diana presente en el cromosoma de 
dicha bacteria, preferiblemente en al menos dos copias;

c) opcionalmente, tratar la bacteria para ampliar el número de copias de dicho elemento IS diana seleccionado; 
y

d) insertar un gen en dicha bacteria mediante dicha inserción mediada por IS en dicho elemento IS diana 5
seleccionado.

En una realización particular, la etapa de tratar la bacteria para ampliar el número de copias del elemento IS diana 
seleccionado se lleva a cabo después de la etapa de inserción. Asimismo, la etapa de amplificación se puede llevar a 
cabo tanto antes como después de la etapa de inserción. El tratamiento puede comprender cualquier tratamiento que 
permita o aumente la expresión o actividad de una transposasa y/o produzca un estrés celular, tal como un choque 10
térmico o una irradiación de las células, que puede seleccionarse entre irradiación UV, gamma y/o de rayos X, tanto 
por separado como en combinaciones, lo más preferiblemente mediante irradiación(es) UV. El tratamiento de 
irradiación típicamente comprende someter los microorganismos a una o varias irradiaciones secuenciales (p.ej., de 1 
a 5), que pueden ser iguales o diferentes en naturaleza, preferiblemente de la misma naturaleza. Normalmente se 
llevan a cabo tratamientos de irradiación repetidos en un intervalo de entre 1 y 8 horas, preferiblemente de 3 a 5 horas, 15
y más preferiblemente de aproximadamente 4 horas. Un tratamiento particularmente preferido comprende someter la 
muestra a irradiación UV, X o gamma. Dicho tratamiento de hecho permite amplificar los números de copias de IS y 
estimular la ingeniería cromosómica. Los tratamientos de UV particulares típicamente son de entre 0,5 y 400 mJ/cm2, 
más preferiblemente de entre 1 y 200 mJ/cm2, típicamente entre 1 y 100 mJ/cm2, aplicados durante un periodo de 
tiempo de aproximadamente 5’’ a 5’. Un tratamiento de UV preferido es de 4 mJ/cm2 durante 30 segundos.20

Durante el proceso completo, las células pueden ser colocadas en un medio de cultivo adecuado tal como, sin 
limitación, PGY (Bacto-peptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, glucosa 20 g/L) o LB (Bacto-triptona 10 g/L, extracto 
de levadura 2,5 g/L, cloruro sódico 10 g/L). Debería entenderse que el especialista en la técnica conoce otros medios 
de cultivo adecuados (Buchanan et al, 1974, Difco, 1995)), o pueden ser preparados por el especialista en la técnica 
a partir de dichos medios.25

Para la inserción dirigida por recombinación homóloga en una IS, el gen que va a ser insertado (o amplificado) se 
ensambla típicamente como una casete de recombinación, que puede ser clonada o no en un vector apropiado, tal 
como pMD66. A este respecto, la invención muestra que se pueden usar moléculas de ADN lineales directamente 
para la transformación de bacterias Deinococcus. La casete de recombinación típicamente comprende el gen 
flanqueado, en uno o en ambos lados, por una región HR1 y/o una región HR2 (de aproximadamente 100-1000, más 30
preferiblemente de aproximadamente 200-700, tal como 300-600, típicamente de aproximadamente 500 pb cada una), 
siendo dichas regiones HR1 y HR2 homólogas, respectivamente, a una secuencia de ADN 5’ y 3’ del elemento IS 
diana. HR1 y HR2 pueden ser cualquier parte de la secuencia de la IS diana. HR1 y/o HR2 permiten la inserción del 
gen de interés en el cromosoma mediante recombinación homóloga específica. La casete de recombinación puede 
comprender, adicionalmente, p.ej., un gen marcador (tal como un gen de resistencia a fármaco). En dicho caso, los 35
dos genes (gen de interés y gen marcador) pueden colocarse bajo el control de cualquier promotor individual
(estructura de operón) o de distintos promotores separados. Los ejemplos de genes marcadores incluyen, p.ej., genes 
de resistencia a antibióticos tales como los genes que confieren resistencia a, p.ej., canamicina, cloranfenicol, bleocina, 
oxitetraciclina, higromicina, eritromicina, puromicina o tianfenicol. La casete de recombinación (o el vector que porta 
la misma) se introduce en la cepa de Deinococcus seleccionada. La introducción se puede llevar a cabo usando 40
técnicas tales como transformación, lipofección, precipitación mediada por calcio, electroporación, etc. La presencia 
de la casete o vector de recombinación en la célula se puede verificar mediante, p.ej., detección del gen o gen 
marcador. Tras la introducción en la cepa hospedante, la integración de la casete de recombinación en el(los) sitio(s) 
diana de IS se produce mediante recombinación homóloga. A este respecto, en una realización preferida, la inserción 
se induce o se estimula mediante choque térmico. De hecho, tras choque térmico, el vector se pierde y las cepas 45
recombinantes que expresan el gen han insertado por tanto el gen en su cromosoma. Los resultados presentados en 
los ejemplos demuestran la inserción efectiva mediante recombinación homóloga dirigida a IS. Además demuestran 
que la transformación de Deinococcus es efectiva con una construcción de ADN lineal. Además demuestran que la 
recombinación homóloga dirigida a IS en Deinococcus se puede llevar a cabo con casetes recombinantes muy 
grandes. De hecho, como se muestra en el Ejemplo C, se puede insertar con éxito una casete recombinante de más 50
de 6 kb (p.ej., que comprende 4 genes distintos) en una bacteria Deinococcus mediante recombinación homóloga 
dirigida a IS.

A este respecto, la invención también se refiere a un método para introducir un ADN en una bacteria Deinococcus, 
método que comprende:

- proporcionar una molécula de ADN lineal, y55
- introducir dicha molécula en una bacteria Deinococcus.

Más preferiblemente, la molécula de ADN lineal comprende una región HR1 y/o HR2 como se ha definido 
anteriormente y el método además comprende una etapa de mantenimiento de Deinococcus en las condiciones que 
permitan la recombinación homóloga.
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En una realización particular, la molécula de ADN lineal comprende más de 2 kb, incluso más de 3, 4, 5 o incluso 6 
kb.

En una realización alternativa, la inserción mediada por IS se lleva a cabo mediante la construcción de un transposón 
artificial que contiene el gen, y la introducción del transposón en la bacteria Deinococcus seleccionada, lo que conduce 
a la inserción mediada por IS en el cromosoma. El transposón artificial preferiblemente comprende el gen, un gen de 5
transposasa de un elemento IS de Deinococcus, opcionalmente un gen marcador, y uno o dos elementos IR de un 
elemento IS de Deinococcus. El transposón artificial puede construirse usando regiones o secuencias de cualquier 
elemento IS descrito en la Tabla 1 como material de partida. Preferiblemente, el gen de transposasa y las secuencias 
de IR se derivan (p.ej., tienen una secuencia de un dominio de) un mismo elemento IS. El gen de transposasa puede 
localizarse dentro del transposón artificial, es decir, el gen de transposasa puede estar localizado entre las dos 10
repeticiones invertidas. En tal caso, puede estar en el vector portador de transposón, o en el cromosoma, o en un 
vector distinto. La expresión de la transposasa puede estar bajo el control de su propio promotor, un promotor 
constitutivo, o un promotor inducible. El gen marcador, cuando está presente, puede ser, p.ej., cualquier gen que 
confiere resistencia a un antibiótico tal como canamicina, cloranfenicol, bleocina, oxitetraciclina o higromicina. El 
transposón artificial construido típicamente se clona en un vector adecuado, tal como pmD66, y se introduce en la 15
cepa hospedante de Deinococcus seleccionada. Tras la introducción, se produce la inserción mediada por IS del 
transposón. Si se desea, se pueden aplicar agentes que dañan el ADN tal como irradiaciones gamma y/o X y/o 
tratamientos UV o, de forma más general, cualquier tratamiento que permita o que aumente la expresión o la actividad 
de una transposasa, para potenciar la transposición y aumentar la integración y la amplificación del transposón artificial 
en las células hospedantes de Deinococcus. De hecho, se ha demostrado que la irradiación puede inducir la 20
transposición en Escherichia coli (Eichenbaum & Livneh, 1998). 

Otra realización alternativa para llevar a cabo la inserción multicopia mediada por IS de un gen en el cromosoma de 
una bacteria Deinococcus es usar intrones de grupo II dirigidos a secuencias IS. Los intrones de grupo II móviles son 
elementos de ARN catalíticos presentes en un amplio rango de organismos procarióticos y eucarióticos (Michel & 
Feral, 1995). Algunos de dichos intrones se pueden movilizar autónomamente con una alta frecuencia a sitios alélicos 25
en un proceso conocidos como alojamiento. Los intrones móviles de grupo II poseen una proteína codificada por intrón 
(IEP, del inglés “intron-encoded protein”) que presenta actividad de transcriptasa inversa, de división de ARN 
(“maturasa”) y de ADN endonucleasa (Frazier, Filippo, Lambowitz & Mills, 2003). La movilidad se inicia cuando la IEP 
ayuda al ARN de intrón a plegarse en la estructura de ARN catalíticamente activa para promover la división, dando 
como resultado exones ligados y un complejo de intrón lariat-IEP ribonucleoproteína (RNP). El complejo RNP reconoce 30
sitios diana de ADN específicos y promueve la integración mediante división inversa del ARN de intrón directamente 
en una cadena del ADN diana. A continuación, la IEP rompe la cadena opuesta y la usa como cebador para la 
transcripción inversa cebada con ADN diana del ARN de intrón insertado. La copia de ADNc resultante del intrón se 
integra en ADN genómico mediante recombinación celular o mecanismos de reparación. El reconocimiento del sitio 
diana de ADN por el complejo RNP implica el emparejamiento de bases de las secuencias de intrón denotadas como 35
EBS1 y -2 (sitios de unión de exón 1 y 2) y δ a las secuencias denotadas IBS1 y -2 (sitios de unión a intrón 1 y 2) y δ’ 
en el sitio diana de ADN.

Las secuencias EBS se pueden mutagenizar para redirigir el intrón a invadir una secuencia IS seleccionada en 
Deinococcus. En la presente invención, se usó un plásmido tal como pMD66 que porta el gen que codifica la proteína 
IEP (transcriptasa inversa) y el intrón de grupo II que contiene en su secuencia un sitio de clonación múltiple que 40
permite la clonación del gen de interés. La expresión del intrón de grupo II que alberga el gen de interés se controló 
mediante un promotor constitutivo o inducible, tal como el promotor constitutivo T7, mientras que el gen que codifica 
IEP (transcriptasa inversa) está bajo el control de un promotor inducible o constitutivo. Alternativamente, los intrones 
de grupo II que albergan el gen de interés se integran en el cromosoma de Deinococcus y el gen que codifica 
transcriptasa inversa portado por un plásmido replicativo está bajo el control de un promotor constitutivo o por uno 45
inducible. Este sistema que usa la inserción o amplificación mediada por intrón no se basa en la recombinación 
homóloga para alcanzar una integración multicopia y facilita la administración de genes cromosómicos estables sin 
selección (Rawsthorne, Turner & Mills, 2006).

Un objetivo adicional de la invención reside en un método para producir una bacteria Deinococcus recombinante que 
comprende uno o varias copias de un gen de interés insertado en su genoma, comprendiendo el método la introducción 50
de dicho gen de interés en el genoma de dicha bacteria mediante inserción mediada por IS y, opcionalmente, la 
amplificación del número de copias sometiendo dicha bacteria, o un descendiente de la misma, a un tratamiento de 
amplificación génica.

La invención también se refiere a una bacteria Deinococcus obtenida mediante inserción mediada por IS de una 
molécula de ácido nucleico (p.ej., un fragmento de ADN), o un descendiente de dicha bacteria.55

La invención se refiere además a una bacteria Deinococcus que comprende una o varias copias de una molécula de 
ácido nucleico (p.ej., un fragmento de ADN) insertado en un elemento IS.

Un objetivo adicional de la invención es una molécula de ácido nucleico (p.ej., un fragmento de ADN) que comprende 
un gen de interés flanqueado, en uno o en ambos lados, por una secuencia homóloga a una secuencia de elemento 
IS de Deinococcus, así como un vector que comprende dicho ácido nucleico.60
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Otro objetivo adicional de la invención es una molécula de ácido nucleico (p.ej., un fragmento de ADN) que comprende 
un gen de interés flanqueado, en uno o en ambos lados, por una secuencia de una secuencia de repetición invertida 
de elemento IS de Deinococcus, así como un vector que comprende dicha molécula de ácido nucleico.

Ingeniería cromosómica

Como se ha indicado antes, otro objetivo de la invención reside en un método para inducir (o aumentar) ingeniería 5
cromosómica (p.ej., reordenamiento o barajado) en una bacteria Deinococcus, método que comprende expresar en 
dicha bacteria un gen de transposasa. Más particularmente, el método comprende:

a) producir o inducir la expresión de al menos una transposasa en una bacteria Deinococcus; y
b) seleccionar una bacteria Deinococcus de la etapa a) que tiene un cromosoma rediseñado.

En la etapa a), la transposasa puede expresarse en un vector, o cromosoma, o suministrarse como una proteína. La 10
transposasa preferiblemente es una transposasa de un elemento IS presente en dicha bacteria. La expresión de la 
transposasa puede combinarse con un tratamiento de las células para amplificar un número de copias de gen, tal 
como irradiación.

Por ejemplo, se puede someter una cepa que expresa una o varias transposasas a una presión de selección creciente 
(p.ej., aumentando la concentración de etanol para potenciar su resistencia a etanol). Se producirá un barajado del 15
genoma debido a la expresión de las transposasas y se seleccionarán los clones más resistentes.

Se puede usar el método de la invención para insertar cualquier gen de interés en una cepa de Deinococcus, en una 
o más copias, permitiendo un aumento de su expresión. El gen puede codificar cualquier producto de interés, tal como 
un ARN (mARN, tARN, siARN, etc.) o un polipéptido (proteína, péptido, etc.). Los ejemplos de dichos polipéptidos 
incluyen, sin limitación, enzimas implicadas en el metabolismo, cualquier polipéptido biológicamente activo, etc.20

El polipéptido puede ser un polipéptido que presente interés farmacéutico y/o agro-químico. En una realización 
particular, el polipéptido es un compuesto farmacéutico (p.ej., adecuado para uso en medicina humana o veterinaria). 
Los ejemplos específicos de dicho compuesto incluyen, sin limitación, antibióticos, compuestos bacteriostáticos, anti-
metabolitos, compuestos quimioterapéuticos, antioxidantes, anti-inflamatorios, polisacáridos, agentes anti-
parasitarios, agentes anti-fúngicos, compuestos anti-virales, compuestos con actividad de citocina, factores de 25
crecimiento celular, hormonas, anti-depresivos, anti-migraña, anti-asmáticos, anticonceptivos, anti-diabéticos, 
psicotrópicos, anti-arrítmicos, inhibidores enzimáticos o adyuvantes.

El polipéptido también puede presentar utilidad, p.ej., en cosmética o agricultura, tal como pigmentos, insecticidas, 
pesticidas, compuestos de degradación química, etc.

Los ejemplos de enzimas incluyen enzimas de degradación de biomasa o enzimas de fermentación, tal como lacasas, 30
xilanasas, amilasas, ADH (alcohol deshidrogenasa), PDC (piruvato descarboxilasa), etc. Otros ejemplos de 
polipéptidos incluyen enzimas de rutas biosintéticas biológicas, en particular enzimas implicadas en la síntesis de 
antibióticos.

En la siguiente sección experimental, que es ilustrativa, se describirán aspectos y ventajas adicionales de la invención.

Ejemplos35

A. Caracterización de sitios de IS de Deinococcus

Los inventores llevaron a cabo una búsqueda y compilación de secuencias IS presentes en cepas de Deinococcus. 
En la Tabla 1 a continuación se presenta una lista completa de todas las secuencias IS identificadas encontradas en 
las diferentes especies de Deinococcus.

40
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Tabla 1 – Distribución de IS entre las especies de Deinococcus.

Deinococcus sp. IS200 
/ 

IS605

IS630 IS701 IS607 IS982 IS3 IS1 IS6 IS5 IS4 IS66 Total 
de IS

Tamaño 
genoma 

(Mb)

D. deserti

VCD115

0 2 1 0 2 5 0 0 1 4 0 15 3,86

D. geothermalis

DSM11300

3 1 17 1 1 0 19 8 12 8 6 76 3,25

D. geothermalis

MX6-1E

6 0 6 0 0 0 12 2 1 18 10 55 3,25

D. maricopensis

DSM21211

0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 3,5

D. proteolyticus

MRP

0 0 0 0 2 0 0 0 5 13 0 23 2,89

D. radiodurans 9 10 0 0 0 0 0 0 2 25 1 47 3,28

Nº total de IS entre 
Deinococcus sp.

18 13 24 1 5 5 31 10 22 68 17 217 -

B. Inserción génica mediante recombinación homóloga mediada por IS en Deinococcus

Construimos plásmidos de Deinococcus (de tipo pMD66 para replicativo, de tipo pUC para no replicativo) que albergan 
casetes dirigidas a IS (véase la Fig. 1). Un fragmento de ADN que contiene un gen que codifica resistencia a 5
higromicina (rectángulo gris) bajo el control de su propio promotor fue flanqueado por dos regiones de 500 pb 
denominadas HR1 y HR2 (rectángulo negro), que son homólogas a las secuencias N-terminal y C-terminal, 
respectivamente, de la secuencia de inserción IS66 de la Deinococcus geothermalis. Las secuencias de ácido nucleico 
de HR1 y HR2 se proporcionan como SEQ ID NO: 11 y 12, respectivamente. El vector dirigido a IS es transformado a 
continuación en D. geothermalis y las cepas que expresan el gen de higromicina son seleccionadas usando el 10
marcador embebido sobre placa PGY-agar que contienen 800 µg/mL de higromicina. En un experimento alternativo, 
se usó directamente un fragmento de ADN lineal que contiene HR1-higromicina-HR2 para transformar células de 
Deinococcus, llevándose a cabo la selección de recombinantes como se ha descrito anteriormente. Se seleccionaron 
los clones que presentaron resistencia a higromicina. Dichos clones son bacterias recombinantes que tienen insertado 
el ácido nucleico en un elemento IS. A este respecto, para verificar la inserción del gen que codifica resistencia a 15
higromicina en la IS66, los clones fueron sometidos a amplificación de PCR con cebadores designados “A” y “B”, que 
se hibridan específicamente con la región por encima de IS66 y al extremo 5’ del gen de higromicina, generando 
respectivamente un fragmento de PCR de ADN de aproximadamente 700 pb (véase la Fig. 1).

Los resultados presentados en la Fig. 1 confirman la inserción del ácido nucleico recombinante en la IS diana.

C. Inserción de genes de ruta de etanol mediante recombinación homóloga dirigida a IS en Deinococcus geothermalis20

Se construyó una casete dirigida a IS que comprende un gen PDC y dos genes que codifican alcohol deshidrogenasa. 
La casete también comprende un marcador de resistencia antibiótica a higromicina. La casete está flanqueada por 
dos regiones de 500 pb HR1 (SEQ ID NO: 11) y HR2 (SEQ ID NO: 12) (Fig. 2, rectángulo negro), que son homólogas 
a las secuencias N-terminal y C-terminal de la secuencia de inserción IS66 del Deinococcus geothermalis, 
respectivamente. La casete comprende 6548 pb. La casete dirigida a IS (molécula lineal) o un vector que contiene la 25
casete, son transformados en D. geothermalis y se seleccionan las cepas recombinantes que tengan insertada la 
casete en su cromosoma usando un marcador embebido sobre placa de PGY-agar que contiene 800 µg/mL de 
higromicina. El mapeo de la casete en el genoma es confirmado mediante PCR usando los cebadores “C” y “D”, siendo 
el cebador C específico de cada secuencia por encima de IS66 y siendo D específico del extremo 5’ de PDC. Los 
resultados se presentan en la Fig. 2. Muestran que la construcción se encuentra integrada en cuatro localizaciones 30
diferentes de IS66: CDS_1696, CDS_1721, CDS_2881 y CDS_2557 (Fig. 2), en el cromosoma o en el plásmido nativo 
1 de Deinococcus.

Estos resultados confirman la eficacia del método con construcción de ADN lineal. Confirman la especificidad del 
método, ya que la casete se encuentra en la IS diana. También demuestran la eficacia del método con casetes de 
expresión muy largas.35

D. Inserción génica mediante transposición artificial mediada por IS en Deinococcus

Se prepara una casete de propagación de IS (Fig. 3). El gen de interés está flanqueado por 2 secuencias de repetición 
invertidas (negro, IRs) que pueden ser reconocidas por una transposasa. Se transforma un vector replicativo de 
Deinococcus que permite la expresión termosensible de transposasa en la cepa GOI_IRs. Tras la expresión de 
transposasa (gris), el gen es insertado y propagado en el cromosoma.40
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> DEINOVE

<120> Sistema dirigido a IS para la inserción génica e ingeniería genética en bacterias Deinococcus5

<130> B1739PC

<160> 12
10

<170> PatentIn versión 3.3

<210> 1
<211> 1248
<212> ADN15
<213> Deinococcus sp.

<220>
<221> característica miscelánea
<223> IS3_Deinococcus deserti VCD115-Deide_02801-ISDds120

<400> 1

25
<210> 2
<211> 1757
<212> ADN
<213> Deinococcus sp.

30
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<220>
<221> característica miscelánea
<223> IS200/IS605_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo-2273-ISDge10

<400> 25

<210> 310
<211> 1071
<212> ADN
<213> Deinococcus sp.
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<220>
<221> característica miscelánea
<223> IS630_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_1042-ISDge7

<400> 35

<210> 4
<211> 1150
<212> ADN10
<213> Deinococcus sp.

<220>
<221> característica miscelánea
<223> IS701_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_3008-ISDge515

<400> 4

E14824467
27-05-2019ES 2 728 317 T3

 



13

<210> 5
<211> 907
<212> ADN5
<213> Deinococcus sp.

<220>
<221> característica miscelánea
<223> IS982_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_1090-ISDge810

<400> 5
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<210> 6
<211> 748
<212> ADN5
<213> Deinococcus sp.

<220>
<221> característica miscelánea
<223> IS1_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_0430-ISDge210

<400> 6

15

<210> 7
<211> 806
<212> ADN
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<213> Deinococcus sp.

<220>
<221> característica miscelánea
<223> IS6_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_2913-ISDge135

<400> 7

<210> 810
<211> 1117
<212> ADN
<213> Deinococcus sp.

<220>15
<221> característica miscelánea
<223> IS5_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_2191-ISDge6

<400> 8

20
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<210> 9
<211> 1127
<212> ADN5
<213> Deinococcus sp.

<220>
<221> característica miscelánea
<223> IS4_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_1784-ISDge910

<400> 9

15
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<210> 10
<211> 1453
<212> ADN5
<213> Deinococcus sp.

<220>
<221> característica miscelánea
<223> IS66_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_0266-ISDge410

<400> 10
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<210> 11
<211> 501
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> región HR1

10
<400> 11

<210> 12
<211> 50515
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> región HR220

<400> 12
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REIVINDICACIONES

1. Un método para introducir una molécula de ácido nucleico en el genoma de una bacteria Deinococcus, que 
comprende la introducción dirigida de dicha molécula de ácido nucleico en una secuencia IS presente en el genoma 
de dicha bacteria.

2. El método de la reivindicación 1, en donde dicha IS está presente en varias copias en el genoma de dicha bacteria.5

3. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la secuencia IS se selecciona entre IS200/IS605, 
IS630; IS701; IS607; IS982; IS3; IS1, IS6; IS5; IS4 o IS66.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el ácido nucleico se introduce en el genoma 
de la bacteria mediante recombinación homóloga con una IS presente en el genoma, mediante inserción mediada por 
intrón en una IS, o mediante transposición mediada por IS.10

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el ácido nucleico comprende un gen de 
interés flanqueado, en uno o en ambos lados, por una secuencia de mediación de la inserción.

6. El método de la reivindicación 5, en donde la secuencia de mediación de la inserción comprende una secuencia 
homóloga a una secuencia de la IS, que permite la inserción mediada por IS del gen de interés mediante recombinación 
homóloga.15

7. El método de la reivindicación 5, en donde la secuencia de mediación de la inserción comprende un elemento de 
Repetición Invertida de una IS, que permite la inserción mediada por IS del gen de interés mediante transposición; o 
una secuencia de intrón, que permite la inserción mediada por IS del gen de interés mediante retro-alojamiento.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la molécula de ácido nucleico es lineal o 
circular.20

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en donde el gen de interés comprende un marco de lectura 
abierto, preferiblemente un marco de lectura abierto que codifica un polipéptido o ARN biológicamente activo.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde antes, durante o después de la inserción 
mediada por IS del ácido nucleico en el genoma de la bacteria, la bacteria es sometida a un tratamiento de 
amplificación génica, preferiblemente un tratamiento de daño a ADN o térmico.25

11. Un método para producir una bacteria Deinococcus recombinante que comprende una o varias copias de un gen 
de interés insertado en su genoma, que comprende introducir dicho gen de interés en el genoma de dicha bacteria 
mediante inserción mediada por IS y, opcionalmente, amplificar el número de copias sometiendo dicha bacteria, o un 
descendiente de la misma, a un tratamiento de amplificación génica.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la bacteria Deinococcus se selecciona 30
entre D. deserti; D. geothermalis; D. maricopensis; D. proteolyticus; o D. radiodurans; D. murrayi; D. cellulolysiticus; D.
guilhemensis, D. aquaticus, D. ficus, D. gobiensis, D. grandis, D. radiopugnans o D. roseus, o de cualquier bacteria 
Deinococcus termófila, más preferiblemente la bacteria Deinococcus es una bacteria D. geothermalis.

13. Una bacteria Deinococcus obtenida mediante inserción mediada por IS de un ácido nucleico, o un descendiente 
de dicha bacteria.35

14. Una bacteria Deinococcus que comprende una o varias copias de un ácido nucleico insertado en un elemento IS.

15. Un ácido nucleico que comprende un gen de interés flanqueado en ambos lados por (i) una secuencia homóloga 
a una secuencia de elemento IS de Deinococcus o (ii) una secuencia de una secuencia de repetición invertida de 
elemento IS de Deinococcus.

16. El uso de una bacteria de la reivindicación 13 o 14 para la producción de un polipéptido que tiene interés 40
farmacéutico y/o agroquímico, o para la producción de una enzima tal como una enzima de degradación de biomasa 
o una enzima de fermentación, tal como lacasas, xilanasas, amilasas, celulasas, glucanasas, ADH (alcohol 
deshidrogenasa) o PDC (piruvato descarboxilasa).
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