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DESCRIPCION
Sistema dirigido a IS para la insercidon génica e ingenieria genética en bacterias Deinococcus

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones para la integracion cromosomica de acidos nucleicos en
bacterias Deinococcus. La invencion se refiere mas particularmente a métodos de insercién génica multicopia mediada
por IS o métodos dirigidos a IS para la ingenieria cromosémica en bacterias Deinococcus, las bacterias resultantes y
los usos de las mismas.

Introduccién

Deinococcus es una bacteria Gram positiva que fue aislada en 1956 por Anderson y colaborares. Este organismo
extremofilo es resistente al dafio de ADN por UV y radiaciones ionizantes o por un agente de reticulacion (mitomicina
C) y es tolerante a la desecacion. El documento WO01/023526 muestra la resistencia inusual de Deinococcus a la
radiacion y propone ademas su modificacion y uso en bio-remediacion. El documento WO2009/063079 muestra que
las bacterias Deinococcus pueden resistir disolventes y transformar biomasa para generar biocombustibles. El
documento W02010/130806 ademas describe cepas recombinantes de Deinococcus en las que se han insertado
genes de biosintesis de etanol. Estas cepas recombinantes exhiben prestaciones mejoradas en la produccion de
etanol. El documento WO 02/14490 describe un método para introducir un gen extrafio que codifica, p.ej., amilasa,
celulasa o lacasa en bacterias, incluyendo Deinococcus, mediante recombinacion homdloga usando una construccion
de ADN que comprende el gen extrafio flanqueado por “cajas de homologia” cuyas secuencias son homologas a una
secuencia del genoma bacteriano.

La presente invencion describe nuevas composiciones y métodos para modificar genéticamente bacterias
Deinococcus. Mas especificamente, la invencion proporciona métodos mejorados basados en Secuencia de Insercion
para modificar genéticamente bacterias Deinococcus.

Sumario de la invenciéon

La invencion se refiere a métodos y construcciones para recombinacion génica o modificacion cromosémica en
bacterias Deinococcus. Mas especificamente, la invencion se refiere a métodos y construcciones basados en IS para
la insercion o amplificacion génica en bacterias Deinococcus, o a la modificacion genética mediada por IS de bacterias
Deinococcus.

Un objetivo de la invencion, por tanto, se refiere a un método para introducir un acido nucleico en el genoma de una
bacteria Deinococcus, que comprende introducir dicho acido nucleico en dicho genoma mediante una insercion
mediada por IS. En realizaciones preferidas, el acido nucleico se introduce en el genoma de la bacteria mediante
recombinacién homologa con una IS presente en el genoma, mediante insercion mediada por intrén en una IS, o
mediante transposicion mediada por IS.

Un objetivo adicional de la invencién 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 introduccién
de dicho gen de interés en el genoma de dicha bacteria mediante insercién mediada por IS y, opcionalmente, amplificar
el numero de copias sometiendo a dicha bacteria, o a un descendiente de la misma, a un tratamiento de amplificacion
génica.

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

La invencion también se refiere a una bacteria Deinococcus obtenida mediante insercién mediada por IS de un acido
nucleico, o de un descendiente de dicha bacteria.

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

Un objetivo adicional de la invencién reside en una molécula de acido nucleico que comprende un gen de interés
flanqueado, en uno o en ambos lados, por (i) una secuencia homdloga a una secuencia de un elemento IS de
Deinococcus, o (ii) por una secuencia de una secuencia de repeticion invertida de un elemento IS de Deinococcus.

La descripcién 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 invencion 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.

Leyendas de las Figuras

Fig. 1: Insercién génica mediante recombinacién homdéloga mediada por IS en Deinococcus.
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Fig. 2: Insercién de construccion de ADN de la ruta de etanol en 1IS66 de D. geothermalis.
Fig. 3: Insercién génica mediante transposicion artificial mediada por IS en Deinococcus.
Descripcion detallada de la invencién

La invencion se refiere a la insercion génica mediada por IS o ingenieria cromosémica en bacterias Deinococcus, las
bacterias resultantes y los usos de las mismas.

Las Secuencias de Insercion (IS, del inglés “Insertion Sequences”) son elementos genéticos transponibles
identificados en determinados organismos procariéticos. Tienen una longitud tipica 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 plasmidos naturales. Las IS tipicamente poseen uno o dos marcos de lectura abiertos (ORFs) que codifican una
transposasa, una enzima que es necesaria para su transposicion. Este(os) ORF(s) esta(n) rodeados por regiones
ligando que frecuentemente acaban en repeticiones invertidas (IRs) terminales cortas que oscilan tipicamente entre 7
y 50 pb de longitud. Algunas IS pueden portar multiples secuencias repetidas en ambos extremos, que pueden
representar sitios de union 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 farmacos. Tras la
insercion, las IS a menudo son sometidas a repeticiones dirigidas cortas de 2 a 14 pb inmediatamente fuera de las
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 organizacion genética (Robinson, Lee & Marx, 2012).
Esto incluye la disposicion de sus marcos de lectura abiertos (ORFs), su longitud y la similitud de las repeticiones
invertidas terminales, y el nimero caracteristico de pares base en el ADN diana que duplican tras la insercion (Mahillon,
Léonard & Chandler, 1999).

Dependiendo de la IS, la insercién puede ser selectiva de sitio diana (Craig, 1997; Tobes & Pareja, 2006). A través de
transposicion, la IS puede interrumpir la region codificadora de un gen, o perturbar regiones promotoras y alterar la
expresion 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
adyacentes a través de recombinacion homologa (Robinson et al., 2012). Las secuencias de insercion contribuyen a
la variabilidad de los genomas y fenotipos procariéticos, y se cree que desempefian 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 invencidon describe la caracterizacion de
secuencias de IS particulares en bacterias Deinococcus, asi como usos de las mismas para modificacion genética o
barajado genético de dichas bacterias.

Mas especificamente, los inventores analizaron la presencia y la existencia de diferentes familias de IS en genomas
de Deinococcus sp. Se encontré un total de 11 familias de IS en 5 especies de Deinococcus evaluadas, que se
presentan en la Tabla 1. Se observé que las familias de IS 1S4, 1S5, 1IS1 e IS701 eran las mas distribuidas entre
Deinococos, siendo la familia mas 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
numero de elementos de IS en comparacion 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).

Por lo tanto, la presente invencién muestra un nivel alto inesperado de nimero de secuencias de inserciéon en cepas
termofilas de Deinococcus tales como D. geothermalis (tabla 1). Este descubrimiento ofrece nuevas herramientas para
la manipulacién genética de cepas termdfilas de Deinococcus vy, en particular, permite la integracion multicopia en
bacterias Deinococcus para aumentar su expresion. La presencia de diferentes familias de IS en un Unico genoma de
Deinococcus incluso permite la introduccion de diferentes construcciones de ADN (un tipo de construccion esta dirigido
a una familia de IS). La presente invencioén, por tanto, proporciona un nuevo método para insertar o extender o
amplificar un gen deseado en un genoma de Deinococcus usando secuencias de insercion de Deinococcus.

La presente invencion también proporciona un método de ingenieria cromosomica de una bacteria de Deinococcus a
través de la expresion o la sobreproduccidon en dicha bacteria de una transposasa dirigida a una IS presente
(preferiblemente en varias copias) del cromosoma o un plasmido de dicha bacteria.

Definiciones

Dentro del contexto de la presente invencion, el término “Secuencia de inserciéon” o elemento “IS” designa un elemento
genético transponible que comprende al menos un gen de transposasa y una Repeticion Invertida terminal flanqueante.
Las IS estan desprovistas de gen de resistencia a farmaco. Las ISs tienen una longitud tipica que oscila entre 300 y
3000 pb, oscilando las repeticiones invertidas terminales (IRs) tipicamente entre 7 y 50 pb de longitud.
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Los elementos IS preferidos para uso en la invencién 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 especificos de elementos IS de Deinococcus segun la invencion son 1S200/1S605, 1S630;
IS701; 1S607; 1S982; IS3; 1S1; IS6; 1S5; IS4 o0 1S66. La secuencia de estas IS se proporciona en el listado de
secuencias.

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 insercion tipicamente esta dirigida, es decir,
es especifica de sitio o esta controlada por sitio. En particular, puesto que la insercién mediada por IS generalmente
sigue una selectividad de diana del elemento IS, la insercidon génica no es aleatoria sino que obedece a la misma regla.

El término “gen” designa cualquier molécula de acido nucleico (p.ej., fragmento de ADN) de interés tal como
preferiblemente un acido 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, tipicamente
una molécula de ADN. En una realizacion particular, el gen preferiblemente codifica una proteina, tal como una enzima.
El gen puede comprender adicionalmente uno o varios elementos reguladores, ligados operativamente al ORF, tal
como un promotor, terminador, intrén, etc.

El término “ingenieria cromosémica” designa cualquier modificacion o reordenamiento de un cromosoma, tal como
una eliminacion, traslocalizacion, duplicacion o inversion de una o varias secuencias dentro de un cromosoma o
episoma. La ingenieria cromosémica puede dar como resultado nuevos cromosomas o episomas, creando de este
modo nuevas rutas bioldgicas y/o diversidad genética en bacterias, lo que conduce, p.ej., a bacterias que tienen
caracteristicas mejoradas.

Modificacion genética mediada por IS de un Deinococcus

Como se ha indicado, la invencion reside en una modificacion genética mediada por IS de bacterias Deinococcus,
tipicamente para producir bacterias recombinantes o mejoradas genéticamente. La invencion es particularmente
ventajosa ya que la insercion mediada por IS es efectiva, puede ser selectiva de sitio, y permite la insercion de multiples
copias de un gen seleccionado. La insercion mediada por IS puede comprender preferiblemente la introduccion del
gen en el genoma de la bacteria mediante recombinacion homadloga con una IS presente seleccionada (o insertada o
amplificada) en el genoma de la bacteria; o mediante transposicion mediada por IS. El método puede implicar el uso
de una casete de insercion, la construccion de un trasposoén artificial, o el mecanismo de retro-alojamiento de intréon
de grupo Il como se describe mas adelante, en combinacion o no con tratamientos que dafian el ADN (radiacion UV,
gamma, X). Preferiblemente, la insercion mediada por IS de un gen en una bacteria Deinococcus incluye la
introduccion (dirigida) de dicho gen en una secuencia de IS presente en el genoma de dicha bacteria.

La invencion 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 segun la presente invencion
incluyen, aunque sin limitacién, D. geothermalis, D. radiodurans, D. cellulolysiticus, D. murrayi, D. guilhemensis, D.
aerius, D. aerolatus, D. aerophilus, D. aetherius, D. alpinitundrae, D. altitudinis, D. apachensis, D. aquaticus, D.
aquatilis, D. aquiradiocola, D. caeni, D. claudionis, D. dagjeonensis, 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.
saxicola, D. sonorensis, D. wulumugqiensis, D. xibeiensis, D. xinjiangensis, D. yavapaiensis y D. yunweiensis. Las
bacterias aceptoras preferidas son Deinococcus terméfilas. Las bacterias mas 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 invencién tipicamente comprende las siguientes etapas:

a) provision de una bacteria Deinococcus que contiene al menos 1, preferiblemente al menos 2 copias de un
elemento IS diana, y;
b) insercion mediada por IS de un gen en dicho elemento IS diana.

Preferentemente, la IS diana es una IS presente en mas de una copia del genoma (cromosoma y/o plasmido) de la
bacteria Deinococcus seleccionada. La IS diana es mas preferiblemente uno de los elementos IS seleccionados por
los inventores que se enumeran en la Tabla 1. La identificaciéon de varios elementos IS distintos, adicionalmente,
permite la propagacion y la expresion de diferentes genes de interés en un genoma de Deinococcus. Una IS diana
preferida se selecciona de 1S200/IS605, 1S630; 1IS701; 1IS607; 1S982; IS3; 1S1; IS6; 1S5; 1S4 o I1S66.

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

a) provisidon de una bacteria Deinococcus para la cual se desea una modificacion genética;

4
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b) seleccion, 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 nimero de copias de dicho elemento IS diana seleccionado;
y

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

En una realizacién particular, la etapa de tratar la bacteria para ampliar el nimero de copias del elemento IS diana
seleccionado se lleva a cabo después de la etapa de insercién. Asimismo, la etapa de amplificacion se puede llevar a
cabo tanto antes como después de la etapa de insercion. El tratamiento puede comprender cualquier tratamiento que
permita o0 aumente la expresion o actividad de una transposasa y/o produzca un estrés celular, tal como un choque
térmico o una irradiacion de las células, que puede seleccionarse entre irradiacion UV, gamma y/o de rayos X, tanto
por separado como en combinaciones, lo mas preferiblemente mediante irradiacion(es) UV. El tratamiento de
irradiacion tipicamente 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 irradiacion repetidos en un intervalo de entre 1y 8 horas, preferiblemente de 3 a 5 horas,
y mas preferiblemente de aproximadamente 4 horas. Un tratamiento particularmente preferido comprende someter la
muestra a irradiacion UV, X o gamma. Dicho tratamiento de hecho permite amplificar los nimeros de copias de IS 'y
estimular la ingenieria cromosdmica. Los tratamientos de UV particulares tipicamente son de entre 0,5 y 400 mJ/cm?,
mas preferiblemente de entre 1 y 200 mJ/cm?, tipicamente entre 1 y 100 mJ/cm?, aplicados durante un periodo de
tiempo de aproximadamente 5” a 5. Un tratamiento de UV preferido es de 4 mJ/cm? durante 30 segundos.

Durante el proceso completo, las células pueden ser colocadas en un medio de cultivo adecuado tal como, sin
limitacion, 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 sédico 10 g/L). Deberia 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.

Para la insercion dirigida por recombinacion homologa en una IS, el gen que va a ser insertado (o amplificado) se
ensambla tipicamente como una casete de recombinacién, que puede ser clonada o no en un vector apropiado, tal
como pMD66. A este respecto, la invencion muestra que se pueden usar moléculas de ADN lineales directamente
para la transformacion de bacterias Deinococcus. La casete de recombinacion tipicamente comprende el gen
flanqueado, en uno o en ambos lados, por una regién HR1 y/o una regiéon HR2 (de aproximadamente 100-1000, mas
preferiblemente de aproximadamente 200-700, tal como 300-600, tipicamente de aproximadamente 500 pb cada una),
siendo dichas regiones HR1 y HR2 homologas, 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 insercion del
gen de interés en el cromosoma mediante recombinacion homadloga especifica. La casete de recombinacién puede
comprender, adicionalmente, p.ej., un gen marcador (tal como un gen de resistencia a farmaco). En dicho caso, los
dos genes (gen de interés y gen marcador) pueden colocarse bajo el control de cualquier promotor individual
(estructura de operdn) o de distintos promotores separados. Los ejemplos de genes marcadores incluyen, p.ej., genes
de resistencia a antibitticos tales como los genes que confieren resistencia a, p.ej., canamicina, cloranfenicol, bleocina,
oxitetraciclina, higromicina, eritromicina, puromicina o tianfenicol. La casete de recombinacién (o el vector que porta
la misma) se introduce en la cepa de Deinococcus seleccionada. La introduccion se puede llevar a cabo usando
técnicas tales como transformacion, lipofeccion, precipitaciéon mediada por calcio, electroporacion, etc. La presencia
de la casete o vector de recombinacion en la célula se puede verificar mediante, p.ej., deteccion del gen o gen
marcador. Tras la introduccion en la cepa hospedante, la integracion de la casete de recombinacion en el(los) sitio(s)
diana de IS se produce mediante recombinacion homologa. A este respecto, en una realizacién preferida, la insercion
se induce o se estimula mediante choque térmico. De hecho, tras choque térmico, el vector se pierde y las cepas
recombinantes que expresan el gen han insertado por tanto el gen en su cromosoma. Los resultados presentados en
los ejemplos demuestran la insercion efectiva mediante recombinacion homéloga dirigida a IS. Ademas demuestran
que la transformacion de Deinococcus es efectiva con una construccion de ADN lineal. Ademas demuestran que la
recombinacion homoéloga 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 mas
de 6 kb (p.ej., que comprende 4 genes distintos) en una bacteria Deinococcus mediante recombinacion homologa
dirigida a IS.

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

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

Mas preferiblemente, la molécula de ADN lineal comprende una regién HR1 y/o HR2 como se ha definido
anteriormente y el método ademas comprende una etapa de mantenimiento de Deinococcus en las condiciones que
permitan la recombinacién homologa.
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En una realizacién particular, la molécula de ADN lineal comprende mas de 2 kb, incluso mas de 3, 4, 5 o incluso 6
kb.

En una realizacion alternativa, la insercién mediada por IS se lleva a cabo mediante la construccién de un transposon
artificial que contiene el gen, y la introduccion del transposon en la bacteria Deinococcus seleccionada, lo que conduce
a la insercién mediada por IS en el cromosoma. El transposon artificial preferiblemente comprende el gen, un gen de
transposasa de un elemento IS de Deinococcus, opcionalmente un gen marcador, y uno o dos elementos IR de un
elemento IS de Deinococcus. El transposoén 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.€j., tienen una secuencia de un dominio de) un mismo elemento IS. El gen de transposasa puede
localizarse dentro del transposoén artificial, es decir, el gen de transposasa puede estar localizado entre las dos
repeticiones invertidas. En tal caso, puede estar en el vector portador de transposén, o en el cromosoma, o en un
vector distinto. La expresion de la transposasa puede estar bajo el control de su propio promotor, un promotor
constitutivo, o un promotor inducible. El gen marcador, cuando esta presente, puede ser, p.ej., cualquier gen que
confiere resistencia a un antibiético tal como canamicina, cloranfenicol, bleocina, oxitetraciclina o higromicina. El
transposon artificial construido tipicamente se clona en un vector adecuado, tal como pmD66, y se introduce en la
cepa hospedante de Deinococcus seleccionada. Tras la introduccion, se produce la insercion mediada por IS del
transposon. Si se desea, se pueden aplicar agentes que dafian el ADN tal como irradiaciones gamma y/o X y/o
tratamientos UV o, de forma mas general, cualquier tratamiento que permita o que aumente la expresion o la actividad
de una transposasa, para potenciar la transposicion y aumentar la integracion y la amplificacion del transposén artificial
en las células hospedantes de Deinococcus. De hecho, se ha demostrado que la irradiacion puede inducir la
transposicion en Escherichia coli (Eichenbaum & Livneh, 1998).

Otra realizacion alternativa para llevar a cabo la inserciéon multicopia mediada por IS de un gen en el cromosoma de
una bacteria Deinococcus es usar intrones de grupo |l dirigidos a secuencias IS. Los intrones de grupo |l méviles son
elementos de ARN cataliticos presentes en un amplio rango de organismos procariéticos y eucariéticos (Michel &
Feral, 1995). Algunos de dichos intrones se pueden movilizar autbnomamente con una alta frecuencia a sitios alélicos
en un proceso conocidos como alojamiento. Los intrones moviles de grupo |l poseen una proteina codificada por intrén
(IEP, del inglés “intron-encoded protein”) que presenta actividad de transcriptasa inversa, de division de ARN
(“maturasa”) y de ADN endonucleasa (Frazier, Filippo, Lambowitz & Mills, 2003). La movilidad se inicia cuando la IEP
ayuda al ARN de intron a plegarse en la estructura de ARN cataliticamente activa para promover la division, dando
como resultado exones ligados y un complejo de intrén lariat-IEP ribonucleoproteina (RNP). El complejo RNP reconoce
sitios diana de ADN especificos y promueve la integracion mediante division inversa del ARN de intrén directamente
en una cadena del ADN diana. A continuacion, la IEP rompe la cadena opuesta y la usa como cebador para la
transcripcion inversa cebada con ADN diana del ARN de intrén insertado. La copia de ADNc resultante del intrén se
integra en ADN gendmico mediante recombinacion celular o mecanismos de reparacion. El reconocimiento del sitio
diana de ADN por el complejo RNP implica el emparejamiento de bases de las secuencias de intron denotadas como
EBS1 y -2 (sitios de unidon de exén 1y 2) y 8 a las secuencias denotadas IBS1 y -2 (sitios de unién aintron 1y 2) y &
en el sitio diana de ADN.

Las secuencias EBS se pueden mutagenizar para redirigir el intrén a invadir una secuencia IS seleccionada en
Deinococcus. En la presente invencion, se uso6 un plasmido tal como pMD66 que porta el gen que codifica la proteina
IEP (transcriptasa inversa) y el intron de grupo Il que contiene en su secuencia un sitio de clonacién multiple que
permite la clonacion del gen de interés. La expresion del intron de grupo Il que alberga el gen de interés se controlo
mediante un promotor constitutivo o inducible, tal como el promotor constitutivo T7, mientras que el gen que codifica
IEP (transcriptasa inversa) esta bajo el control de un promotor inducible o constitutivo. Alternativamente, los intrones
de grupo Il que albergan el gen de interés se integran en el cromosoma de Deinococcus y el gen que codifica
transcriptasa inversa portado por un plasmido replicativo esta bajo el control de un promotor constitutivo o por uno
inducible. Este sistema que usa la insercién o amplificacion mediada por intron no se basa en la recombinacién
homologa para alcanzar una integracion multicopia y facilita la administracion de genes cromosémicos estables sin
seleccion (Rawsthorne, Turner & Mills, 2006).

Un objetivo adicional de la invencién 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 introduccion
de dicho gen de interés en el genoma de dicha bacteria mediante insercion mediada por IS y, opcionalmente, la
amplificaciéon del nimero de copias sometiendo dicha bacteria, o un descendiente de la misma, a un tratamiento de
amplificacion génica.

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

La invencion se refiere ademas a una bacteria Deinococcus que comprende una o varias copias de una molécula de
acido nucleico (p.gj., un fragmento de ADN) insertado en un elemento IS.

Un objetivo adicional de la invencion es una molécula de acido nucleico (p.ej., un fragmento de ADN) que comprende
un gen de interés flanqueado, en uno o en ambos lados, por una secuencia homologa a una secuencia de elemento
IS de Deinococcus, asi como un vector que comprende dicho acido nucleico.
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Otro objetivo adicional de la invencion es una molécula de acido nucleico (p.gj., un fragmento de ADN) que comprende
un gen de interés flanqueado, en uno o en ambos lados, por una secuencia de una secuencia de repeticion invertida
de elemento IS de Deinococcus, asi como un vector que comprende dicha molécula de acido nucleico.

Ingenieria cromosémica

Como se ha indicado antes, otro objetivo de la invencion reside en un método para inducir (o0 aumentar) ingenieria
cromosomica (p.ej., reordenamiento o barajado) en una bacteria Deinococcus, método que comprende expresar en
dicha bacteria un gen de transposasa. Mas particularmente, el método comprende:

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

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

Por ejemplo, se puede someter una cepa que expresa una o varias transposasas a una presion de seleccion creciente
(p-€j., aumentando la concentraciéon de etanol para potenciar su resistencia a etanol). Se producira un barajado del
genoma debido a la expresion de las transposasas y se seleccionaran los clones mas resistentes.

Se puede usar el método de la invencion para insertar cualquier gen de interés en una cepa de Deinococcus, en una
0 mas copias, permitiendo un aumento de su expresion. El gen puede codificar cualquier producto de interés, tal como
un ARN (mARN, tARN, siARN, etc.) o un polipéptido (proteina, péptido, etc.). Los ejemplos de dichos polipéptidos
incluyen, sin limitacién, enzimas implicadas en el metabolismo, cualquier polipéptido biolégicamente activo, etc.

El polipéptido puede ser un polipéptido que presente interés farmacéutico y/o agro-quimico. En una realizacion
particular, el polipéptido es un compuesto farmacéutico (p.ej., adecuado para uso en medicina humana o veterinaria).
Los ejemplos especificos de dicho compuesto incluyen, sin limitacion, antibiéticos, compuestos bacteriostaticos, anti-
metabolitos, compuestos quimioterapéuticos, antioxidantes, anti-inflamatorios, polisacaridos, agentes anti-
parasitarios, agentes anti-fungicos, compuestos anti-virales, compuestos con actividad de citocina, factores de
crecimiento celular, hormonas, anti-depresivos, anti-migrafia, anti-asmaticos, anticonceptivos, anti-diabéticos,
psicotrépicos, anti-arritmicos, inhibidores enzimaticos o adyuvantes.

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

Los ejemplos de enzimas incluyen enzimas de degradacion de biomasa o enzimas de fermentacion, tal como lacasas,
xilanasas, amilasas, ADH (alcohol deshidrogenasa), PDC (piruvato descarboxilasa), etc. Otros ejemplos de
polipéptidos incluyen enzimas de rutas biosintéticas biolégicas, en particular enzimas implicadas en la sintesis de
antibidticos.

En la siguiente seccion experimental, que es ilustrativa, se describiran aspectos y ventajas adicionales de la invencion.
Ejemplos
A. Caracterizacion de sitios de IS de Deinococcus

Los inventores llevaron a cabo una busqueda y compilacion de secuencias IS presentes en cepas de Deinococcus.
En la Tabla 1 a continuacion se presenta una lista completa de todas las secuencias IS identificadas encontradas en
las diferentes especies de Deinococcus.
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Tabla 1 — Distribucion de IS entre las especies de Deinococcus.

Deinococcus sp. 1S200 | 1S630 | IS701 | 1S607 | 1S982 1S3 181 1S6 1S5 1S4 1S66 Total | Tamafio
/ de IS | genoma
1S605 (Mb)
D. deserti 0 2 1 0 2 5 0 0 1 4 0 15 3,86
vCcD115
D. geothermalis 3 1 17 1 1 0 19 8 12 8 6 76 3,25
DSM11300
D. geothermalis 6 0 6 0 0 0 12 2 1 18 10 55 3,25
MX6-1E
D. maricopensis 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 3,5
DSM21211
D. proteolyticus 0 0 0 0 2 0 0 0 5 13 0 23 2,89
MRP
D. radiodurans 9 10 0 0 0 0 0 0 2 25 1 47 3,28
Ne total de IS entre 18 13 24 1 5 5 31 10 22 68 17 217
Deinococcus sp.

B. Insercién génica mediante recombinacion homoéloga mediada por IS en Deinococcus

Construimos plasmidos de Deinococcus (de tipo pMDG66 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
higromicina (rectangulo gris) bajo el control de su propio promotor fue flanqueado por dos regiones de 500 pb
denominadas HR1 y HR2 (rectangulo negro), que son homdlogas a las secuencias N-terminal y C-terminal,
respectivamente, de la secuencia de insercion IS66 de la Deinococcus geothermalis. Las secuencias de acido nucleico
de HR1 y HR2 se proporcionan como SEQ ID NO: 11y 12, respectivamente. El vector dirigido a IS es transformado a
continuaciéon en D. geothermalis y las cepas que expresan el gen de higromicina son seleccionadas usando el
marcador embebido sobre placa PGY-agar que contienen 800 ug/mL de higromicina. En un experimento alternativo,
se usoO directamente un fragmento de ADN lineal que contiene HR1-higromicina-HR2 para transformar células de
Deinococcus, llevandose a cabo la seleccion 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 acido nucleico en un elemento IS. A este respecto, para verificar la insercion del gen que codifica resistencia a
higromicina en la IS66, los clones fueron sometidos a amplificacion de PCR con cebadores designados “A” y “B”, que
se hibridan especificamente con la region 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 insercion del acido nucleico recombinante en la IS diana.
C. Insercion de genes de ruta de etanol mediante recombinacion homologa dirigida a IS en Deinococcus geothermalis

Se construyd 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 antibiética a higromicina. La casete esta flanqueada por
dos regiones de 500 pb HR1 (SEQ ID NO: 11) y HR2 (SEQ ID NO: 12) (Fig. 2, rectangulo negro), que son homdélogas
a las secuencias N-terminal y C-terminal de la secuencia de insercion 1S66 del Deinococcus geothermalis,
respectivamente. La casete comprende 6548 pb. La casete dirigida a IS (molécula lineal) o un vector que contiene la
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 ug/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 especifico de cada secuencia por encima de I1S66 y siendo D especifico del extremo 5’ de PDC. Los
resultados se presentan en la Fig. 2. Muestran que la construccidon se encuentra integrada en cuatro localizaciones
diferentes de I1S66: CDS_1696, CDS_1721, CDS_2881 y CDS_2557 (Fig. 2), en el cromosoma o en el plasmido nativo
1 de Deinococcus.

Estos resultados confirman la eficacia del método con construccion 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
expresion muy largas.

D. Insercion génica mediante transposicion artificial mediada por IS en Deinococcus

Se prepara una casete de propagacion de IS (Fig. 3). El gen de interés esta flanqueado por 2 secuencias de repeticion
invertidas (negro, IRs) que pueden ser reconocidas por una transposasa. Se transforma un vector replicativo de
Deinococcus que permite la expresion termosensible de transposasa en la cepa GOI_IRs. Tras la expresion de
transposasa (gris), el gen es insertado y propagado en el cromosoma.
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<110> DEINOVE

<120> Sistema dirigido a IS para la insercidon génica e ingenieria genética en bacterias Deinococcus

<130> B1739PC

<160> 12

<170> PatentIn versién 3.3

<210>1
<211> 1248
<212> ADN

<213> Deinococcus sp.

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<223> 1S3_Deinococcus deserti VCD115-Deide_02801-1SDds1

<400> 1
tgaggatgac

gactgatcge
gagcggcaac
atggatgaat
cctcactcca
ggagcgcegag
tatgaattca
gaggtctcgg
gaggatgcge
ggggcgccac
gtggcgegte
accacgggga
gtctcgecage
tggctgtatc
gacatgcaga
ctteegecac
tttcaggcag
tgggacaacg
accatctttg

tacaaccgtce

ccgatatgge
agaatccaca
ctgtecgggea
gctgagcagg
gagcaacagg
atcctaaaaa
tccaagatca
tgagcgggta
tgctcgagceca
gcattcacgce
tgatgcgtge
gcagtcacac
cgaaccaggt
tcgcagtcac
tgccagccac
caggcctect
aactggccceg
ccgtggtgga
agacccggga

agcgtcgtca

caagctacag ctgcttaact

<210> 2
<211> 1757
<212> ADN

<213> Deinococcus sp.

gtagatggag
ccgeegagtt
ccgegegtga
agaagggcga
agatacaacg
aggcggcage
acgccccgag
ccacagctgg
gcgcatccag
ggagttgcac
cagtggtctg
catggccgtc
ctgggcgttg
cttagacctg
cttgeccactg
tcatcacage
catgecgggcece
aagcttcttc
cgtggeccecga

ctcgtetcett

tcagctacge

ES 2728317 T3

LISTA DE SECUENCIAS

ataagccctce
caagcgagac
cctgggeate
gttggcatte
gcttcgecaag
cttettegee
taccgecetgg
cgaagaaggc
gaagtgcatc
gctggaggag
cgggccaagg
tgccecgaacce
gacctgacgt
cattcgecgag
gcggecctte
gacaggggca
aggggcagta
agctccctga
caagccgtat

gggtacttga
aatatcgggce

acgataggag
gcagtgcagce
aacagctcecce
cctggtcagg
gagaacgaaa
aaagaaacca
acctgctgtg
cgatctgecga
aacgtagtaa
tgcgegtgte
gaaagcgccg
tgcttgageg
atctgcccac
ccgtggtggg
agatggctgce
gtcaatacge
tgagtcgtaa
aaagggagtt
ttgaattcat

cgceectgga

caggccca

10

gcaccatcat
ttgctcgaac
tgctgecgecaa
gcaaacagct
tcctgecgaca
cacgctgagg
ccgggtgctg
ccgcaaggaa
acgccgcectat
ccgcaagcgg
ctgggtgcgg
gcggttcgag
gaaagagggc
ttacgcgatg
tggccgacgt
gagtggcatce
gggggattgt
gctggaggac
cgaggtcttce

gttcgaacge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
1248
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<220>

<221> caracteristica miscelanea
<223> 1S200/I1S605_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo-2273-1SDge 10

<400> 2
caaaacgggyg

ggccgtcagg
cgccgagecg
gtatctgctg
ccecggtegag
cattctegee
caccgcgccece
ggagttccceg
ggctggggceg
ctgaatgacg
gtcgaagctg
tcgaagggaa
gttgacggce
tctccagecag
gaggttccce
ggtgeggata
gtctcaggag
ctggtacgtce
tgagtccgag
cgggcggaaa
ccgtegtcac
cgcecegtgtt
cggtcttgtt

gaaaaccaag

cgcctacaag
cagcaagctg
atggacgtgce
gcgggaaggg
agagggtgtc
agcegttgga
<210>3

<211> 1071
<212> ADN

tctggggegg

gcgggcaggg

tgtcagtctce
aactaccact
acgcgcectga
cttgaggtga
aatcaggtga
cacctgaaca
gtgagtgggg
acgcaccgca
tacatgctgg
cactacgcceg
ctgaagaacc
gccctcaagg
cggttcaaga
gaggggagcce
atagagggca
ttgctegtet
gtggtcggga
gaggccccga
tccaaatgeca
caccgccaga
cagcagtacc

ctgtccaaga

gcccagtgge
tgtggggaat
gaatgtggag
ctttcgcaaa
agacctgcga

gtgtcaa

<213> Deinococcus sp.

aaaaccaacc
ctgaggctgt
tcttegtgge
tcgtgttcat
aggaagtgct
tgcctgacca
tgcacttgcet
cgcteeceege
ccaccatcca
aggtctacag
cgggaagtcg
aaacgggcaa
aggaggaaac
acgtggagcg
gcaaaaagac
gtgtgtatgt
agaccaagag
ccgagtttga
ttgacctcgg
ggtttgcccg
ccagggggag
ttgcgaatca
agggtttctg

gcgttectega

accggaagtg
gcggcagcecat
cggttcacga
tcgtegtege

tagcgggcag
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ccttcagggg
tgcgeegtgt
tgaccagtac
cccgaagegg
ggcggagaag
cgttcacctg
gaagggctac
cctgtggacce
aaagtacatc
gtatcggatt
gcgettegte
gaccctgggg
ctcectggetg
ggccttegte
ggatactccg
cccgaaggtg
cgcgacgtte
gatgcccgat
cctgaaggat
caaggggcag
caaccgcaag
gagaaaggac
catcgagaac

cgecegecctg

gctggeggte
caacgcagac
ccgecgaccte

ggggcacgceg

ccctcgatga

ttggatgcag
tagtaggggc
aaacacgcca
cggcggaagg
tgtgcggaga
ttcettgeeg
acgtcgegga
cggagctact
gccgcetcaga
gagccgaccc
ttcaactggg
tacaacgctc
aaggaatcgg
aacttctttg
cgctteegta
ggatgggtta
aagcgggagyg
gtaccgetge
ttctacgtgt
cggaaactcc
gcgaaggcca
ttcgttcaca
ttgagcatca

ggagagtttc

atagaccgcet
ctgaccctga
aacgccgcece
gagacgttaa

agcgagaatc

11

agtcccagcec
ttgcgacaaa
acaccacggt
tgctggtegg
tgaagtggga
ccgacceege
ttctececggea
tcgtgtcecac
agacgaggga
cggttcaaga
ctcttgegeg
aggcgggaga
acagccagct
agaagcgggce
ttcececcageg
agctccgcaa
cagacggtca
cccecegtecee
tgtccgacgg
gccgegetge
agcggaagct
aggccacctc

aggggatggce

gcecgcecagcet

ggtttcegte
gtgaccggga
ggaacatcaa

acgctcgggg

caacggcttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1757
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<220>

<221> caracteristica miscelanea
<223> 1S630_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_1042-1SDge7

<400> 3
ttattgagtc

cgaccctcga
ctagccacag
accgtccgaa
ccggggecte
gaaggacctc
atcatcggaa
cagcteggcet
attcagactt
gaccctegte
ggcccctcecga
catcggggcce
aggtgctcag
tgtgctgatg
gcaaccgcegt
gcgggtgtgg
cgaattgaag
gcgectegee
<210>4

<211> 1150
<212> ADN

cggcatgggt
ccctgacceeg
gcgagatcag
cctggaagca
cccagcecgect
tggcecgetgg
cgcactttga
tcagtcctcea
gggtcgagca
ttcctegatg
ggacaaacac
atcaccacga
gtggtggcect
gataacgccc
ctcaccatcg
gcctacatca
gggagactga

cgceccectace

<213> Deinococcus sp.

<220>

tggagacgac
cgaccaactg
taccaaggaa
gcgecteegt
gagtccagaa
ctaccccgac
cgtgtggtat
gaagccagaa
cacgctecccee
aaagtggctt
cgatcctteg
gcggcecagtt
tctgccaaca
gcatccacaa
aatatcttcc
aaggaccaat
aggctgectg

gtgcgtccca

<221> caracteristica miscelanea
<223> 1S701_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_3008-1ISDge5

<400> 4

ES 2728317 T3

aggtacactg
gaggaacggc
atcgcggaaa
gagcatggga
cagcgtgctce
tcgegttgga
cacgccgatce
ccgegtgece
gagttggaaa
cagtctgaag
gacgaaagca
cctgcaacac
tcttectecgg
aacgaaggcc
accttacgeg
cctgggcaac
gcaacgtgtt

aacctaagcecce

agggcgtgcet
ggctctatge
cgcteggegt
gcctcaagge
agttggagga
ctacccctceg
acgtcagaac
tggaacgcaa
aaaaaggtcg
cccaccgtga
gcttgggaca
acacactcgg
cacgtgcagg
ctgagggcect
cctgacctca
ttectgegeca
cgctacgtte

ggagtcaata

12

ccgegtetgg
tcagcaactc
ttccgaaagt
tacccaagct
actgctcege
cgtgcgggeg
agtccttcat
tgagcaggcc
agcagggcgce
cccgaacctg
agctctcgac
gagccattcg
gtgaattcgt
tcgttgageca
accccattga
aggacatcgg
agctccccceca

g
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tcaggagttg
gtcgaatteg
gcccaccace
ggggaccaaa
gttgaacaat
ggaggccctg
cctgaccagce
ccacggcatt
gtatcgggtce
gggggaggtg
ctttgaagcc
cgtececgageg
tggggcctgg
gcggggagag
cgccgagggg
tagtctcecag
gtttctegee
cgcagggctg
cctegecaca

caactcctga

<210>5
<211> 907
<212> ADN

cacctgaata
cagattctgg
gtctatcage
accgccectge
tatgactggg
ctgctcgeceg
atcgagaaga
catctggtcg
taccggggaa
cccgacgceca
gctgtcettcece
actcggcgta
ctggaattgc
cggacctttt
ggcaagcggt
cagttcgecet
ttcaccttaa
gcecttgacce

gacgaggaat

<213> Deinococcus sp.

<220>

ggtagcgaag
gggagcgcege
agcgcagcett
accgtgegece
atacagcggce
cacgacgcaa
cgggcaagca
tgctgtttge
agggcacagc
ttcggaagcg
tggatggggt
ccacccatcce
agaactggcc
tcteggtege
ggaacatcga
tgcgaactge
cgatgctgca
tggccctcee

ttctgegeca

<221> caracteristica miscelanea
<223> 1S982_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_1090-ISDge8

<400> 5

ES 2728317 T3

aagcgctccece
ccgtattctg
gcaagctgeg
gctggtcage
ctgctgggeg
gcgtegtgee
attgccctte
cgaataccgg
aacccecegtg
ctttcgaatc
tcgtaccctg
cggtcaagtg
gcatgacacc
ctcagagttg
gtcettttte
ccgeggcetta
ccgcetegect
tttcectecge

gcacggctat

agacgcgaga
gcagatcagc
ctgcacctgt
aagagtgcgg
ttgctccage
tgccteeggt
gtccgegtet
gggctgaaat
tcgetegecee
cgtgtgcetgg
ggcttcgagt
acggtggegg
ctgaccectceg
atgacgggag
aaggagggca
gaccgetggg
gacctctcge
ttgaacgtca

tcactcaaaa

atctggggat
tcectegetgt
tcctegatac
tgagccgcett
gcagccagtg
tgagcgtgga
acaacgaagt
tceceggtggg
tggaattgcect
cggacagcgg
tcgtegtegg
actgcgaaca
cccgagttga
acgaagtggc
agcaccagtt
tgctgetggt
ttgaagaggce
tcttegeeceg

ttgcaaggtg

accgcgaata ggggttgaca gagcaggggg agaaatggca aagggacggt gcetcatgtge

13
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15

cgtececegace
actccgcaga
gtcgetgttg
ctcaatcact
acgcctgtaa
tccgaaccge
cgacacggct
ctgaacggca
gggtgegtga
cgttcaagac
ctgacgecte
gcagctcgta
gggcaggtca
aacctcaagt
tegeggt
<210>6

<211>748
<212> ADN

tcagtttact
tgcctceccaa
ccctgttgea
gtccccactt
tggagcgact
tcceggtgtg
tcagtactge
agatcgctaa
tgaaccagga
gaacagggcce
ccaagaagaa
agatcatcga
aaaccctggt

tccttgacct

<213> Deinococcus sp.

<220>

ccccatceeg
gctgatccat
acgcctctac
ccectecgag
tgcaaccgaa
caccttcaaa
tggcececggte
gtatgagatc
ttggccegee
gaagcaaatt
tgccaagecga
atcggegtte
tagtctctge

ctcceectga

<221> caracteristica miscelanea
<223> 1S1_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_0430-I1SDge2

<400> 6
ggtagtggct

catccagacg
ctgtggtcgt
gcagattcte
cgteccaccge
gtaccggtcet
ttecgtgggeca
aaggtgctgg
cgcttgeege
gcttacgacg
gtcgaacgge
tccttctcaa

aacctgtcac

<210>7
<211> 806
<212> ADN

gcgacgacgt
gtcaagaacg
cgcttccace
caggcggtte
aacaccgtca
gcctcacacce
agaaaaagca
cttgggttct
tgtccccaga
agccactecct
tcaactgcac
agtccgacga

gttgatgcag

gatgtaatgg
gaaaggccaa
ccaacgccag
atgagcgaat
tceggtggat
tcccgaagaa
ggcgaggtgg
gggcgaccgg
acagcgcctg
gggggtgaag
cctcagacag
gatgctcgaa

ccactacc

ES 2728317 T3

gaggcgctce
ccgcacgaaa
aaagcgcecgt
gtgcaggcce
gtccaggcac
cgcgegeccee
tatgggttca
cggcccgeca
tatgggagga
ggggacaaag
tctgaccecte
tecegtectgg
cttaaggtceg

tcacagccca

aggggtgccc
aaacggcacc
acctgtggcece
gagcctcaga
aaaaaggggg
gtggtggttg
ctctggattg
agtgagcaaa
aagggcacgt
cggctcacce

cggctaggte

gcgagcctga

agcacctcac
aaatcagtga
atttcaaggg
gaacccgttt
tggacttcegt
gctgcaagtt
agctgcatge
acgaacacga
atggecgtect
gctaccagte
ggtggaaaga
tecggetecegg
ccctectegt

gcctccgagt

gagtgcccaa
cagacgtact
cacagtgaag
ggcgtacage
cctececgaagt
agctggatga
ccctggageg
ccgegttcaa
tttgcacgga
gcaaggggga
ggctggtccg

ccctegectt

14

ggtctggecte
cggcgaactg
gtggtggaag
ggaacgcctg
cgctgtggac
caaaggggca
ctggaccacc
cttcacggtce
caggggcgtce
gggcacctat
agaatatgcg
gctgegetgg
cctggegeac

caacccctat

cctgtcagag
tgtgtaaggt
cgaccaagga
gcgtgtttgg
gaggcagacc
attgtggacc
cagcacccga
gctctgggac
cctgtggegt
aacgaaccac
caagtcgttg

ccatcgctac
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<213> Deinococcus sp.

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<223> 1S6_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_2913-1SDge13

<400>7
ggttctgtca

tecgecacegt
tctcagctac
aacaattcgt
ggaaccccat
caagcactgg
agaacaccgc
ggctccaacce
tecctgaactt
gattgaacag
catagagaac
cacgcgaacg
ctggaacgag

tcgcaaaaac

<210> 8
<211> 1117
<212> ADN

ggttaagttc
ttcecccaaga
cgagatgttg
gactggtgceg
cggggttccce
ttgtggegtg
gacactgagg
accatccaca
catggtgecge
tcgcaccgac
acacagaaat
accgtgaccg
gttgcgetge

ttaacctgac

<213> Deinococcus sp.

<220>

gggtaggctg

gcatcatcca
aagaattgct
ataagttcgg
attggcacct
ccgtggacga
cggccaagat
ccgacaaact
tgcaccgtga
cgacacgaaa
tccttgatct
ccaaaacgag
tcgcagectg

agaacc

<221> caracteristica miscelanea
<223> 1S5_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_2191-ISDge6

<400> 8

ES 2728317 T3

gtttatcgtg
acacgccegtt
gctccaacge
ccccaccatc
ggatgaagtc
gcatggceget
gttcttcact
gggcagttac
agtgatttecg
tcaggaacga
acacgccaga
acgaagcaac

accaatcagg

cctgcectgace
tggctgtatce
ggaattcaag
accaaggaat
tgcgtcaaga
gtgctggatg
atgttgctga
agagcagcca
acggccaggt
agccagaaag
accagcaatc
cagagaaccg

ccaccctgece

agacccgctg cgaaataggg gcggtgtgaa gtagattcgg ggggtgttge

gctgaaacgc cggtccegtg ccttcgaacg cctcateggt ctgactcectg

cgetttgetg gecgacecteg aaccggagtg ggagegeget cgtegteget

15

cgaagcccta
accgctteccce
tcagtcacga
tgaagaaacg
tcaagggcgt
ttcttctgea
gcaactacga
ttegtgagat
gcaacaattt
gcttcaaggg
tccaccagtt
cttttcaaac

cccgtcaacg

gcgtccagac
agcagttcga

ccetgetgeg
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tgctgaccege
cctettggtg
cttecgacctg
gcaggttcett
gaagaagggc
ccccgagtac
caagaagggt
tttcagegte
gctgattcgg
ccgeteeegg
caccggactce
gaaaggcgtg
cacggtggag
caatcccatg
aacgctcgac
gcctggtegg
<210>9

<211> 1127
<212> ADN

gttecgggega
acgttgctct
gacgacagca
cccgeteeeg
gagaagaagc
gaggacctga
gagacgccgg
aaggcgggca
cacctgagcg
ctggaaggge
gacacgctct
ctcagcgacg
aacgtcctgt
aagcggcacg
cgcttggece

cacggcccect

<213> Deinococcus sp.

<220>

ttggcggtgg
atctacgtca
acgtgtgceg
tgcgegecag
cacgcaagat
tcgtggacge
gcaagaaggc
cccataccct
cceeegtgee
gegtgecgeg
acccggaccg
aagacaagga
gtcagatcaa
gggtgatgtg
tccatccege

tgtttcgecag

<221> caracteristica miscelanea
<223> 1S4_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_1784-I1SDge9

<400> 9
ctctctaggg

tgcgatgaaa
gcactteceg
tcaggcacga
cgacaccgtg
tgcecegette
caccaattgg
gaccttcagt
gacccgcatc

ggccgctgac

gtcaaaactc
gacacccgga
ctggatccete
agcgtegtte
taccaacgcce
gtcctggece
aagctcggtce
ttceegeteg
gcgetggteg

cgagagttcg

agatggagac
gccgacccge
gtcegectgac
tttaccagcet
tgaagcgcett
atctgcgaga
agcaggacat
tctggacctt
aacgcctget

tcggtgggga

ES 2728317 T3

ccgcacccac
gtacttcacc
caacattcac
gacgttggcg
ccgcetegete
gaccgagcag
ggtcggacgt
caagacccaa
gggccggatg
ccacgtgcgyg
agagacggtg
gatgaaccge
gaagtaccgg
gggatgcgtg
ctgaacgacc

caggtct

ttgagaagtc
tcagtctage
cgtettgage
cgtccagatce
cgtgcaattc
cgagcagcat
caatattctc
gttgccgeat
cccattgctce

gtggttegtg

aagctggaac
gtccacgtce
gcectgetge
gccacgggag
gacgagttceg
cctegeggece
ccgaaagaca
gtcgecegtceca
cacgacatgc
ctgtggggeg
gtgcccecgea
ctgatcgeca
gegtgtggag
gcaggcctgg

cagcaacgac

ggctcctgta
ctcactgccce
gccctgatet
gttgacctte
gcacttcctg
ctgctgetceg
ctgctcagtg
agcggcaaca

cagggcaaga

gcettgegee

16

tgccagageg
tcgggatgtt
ccgtectgga
acgagccgcec
ttgaagcectt
agcccaaagt
agaagaagtt
cgccggacgg
gcctettgeg
atcggggcta
agaagcccaa
aggtgcgcat
agttcttccg
tgaacctacg

ggagagccgt

cggtgttttce
tgcttgectga
tggcegtgat
ccggctcaaa
atctcctggt
tcctggaccg
tgcggtggca
gcaacatggc
cactcttcct

gcatgagcct
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ttctecegtg
attcaagaaa
cgtgacgctg
ccaaggccat
gcatcaggcg
tcgggtttece
agagtttgag
cctcttcaga
tgcacgegeg
<210>10

<211> 1453
<212> ADN

atcegtttge
ctcaagccgg
cgcgttctag
gctgaaaaag
ctgaaatcca
acgctecctgg
cagcagcgtg
cgtggectgg

tttececegact

<213> Deinococcus sp.

<220>

gggctgacag
gtgaagtgcg
cgtgccagaa
ccctgaaacg
ggggcttttt
ccgtggtege
acccgtcacg
atgccctteg

ttectegecac

<221> caracteristica miscelanea
<223> 1S66_Deinococcus geothermalis DSM11300-Dgeo_0266-I1SDge4

<400> 10
gtgactactc

acgcctgececce
agcgtctgaa
caaatcagcc
aacgctctte
ccgatgacat
aggtgaaggce
acatcactga
cggcttttee
cgacatattt
cgctttttgg
agcgcctcaa
acgcagatga
ttgetggtgg
ccggtgtect

gtctgeccagg

agcaggggga
gaactgccaa
ggcagagcta
accgagcaaa
tggtggtcag
ccagccccte
gactgaacat
atttcaggct
tgagcatgtt
gaatgtggtg
cgcgtcecate
accgtttgag
aacgggcgca
gacgctctac
gtctgacttt

ggaacatgcg

gttgatgtct
cgactggaag
cgcgaactga
gacccgcecct
cgtggtcatc
ccgctcacgg
ctggeecgge
gaagtcaaaa
cctggacagg
catttcgtac
agcgatggca
gacgacctga
aaggtgaatg
acgctgcatc

gggggcgtcg

ctgtgcaatg

ES 2728317 T3

catggtcgag
ggtctggtac
cgtccacgge
ttacgcgcetg
tctcgaaage
actggccettt
ctgcctcagg
cgcegtgetg

ttttgaccce

gcggcaaggt
ctgaacttgt
aatccegtcet
ggaagcccaa
cggggaaaac
gtcaatgegg
aggttcacga
tctgtececcag
tgcaatacgg
cactgcaacg
ccgtggetcet
aggctggact
gcaaattgaa
cgcaacgagg
tggttcacga

ctcacctgtt

gggtcceccag
aagcccactce
cagactctct
cgctggacag
actcacctga
gtatggtgct
cacggctatc
accaagccca

tagagag

agagtagggc
gcagcttegt
gaaacgcgat
aagtgagcegg
cctgaaattce
gtgtggacaa
cctgecggaa
gtgtggttge
gcegegectg
ggtaactcag
gaacatcaat
caggcagcaa
ctggttccat
ctatgecegeg
cgcttggaac

gcgggagtta

17

tctgggtcag
acgtctacgg
tcctggetta
cagaaaacat
ctgatcccag
gtttagtggg
cccccaaaag

accgtgggge

atcacacagg
caggaacttg
agtgagactt
cagaagagcg
agtgacgaac
gcgtgggacg
ctgcgectge
cggggacagg
cacgccctga
atcacggacg
ctggcctcag
ccecgtgetge
gtcgegtget
atcaaagccg
acctatttcc

cgcaaactgg
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atgagcatga
acttgcaaaa
acgaactggt
gtggaaaacc
ccgegatget
gtgacatcag
gtggcgagge
ccgtttggga
gctgagcagt
<210> 11

<211> 501
<212> ADN

cgggcaaccc
atcaggagga
gcaggctgcet
caaacaactt
gcgetttetg
gatgctatge
gttctgtcge
cggtttagtg

tac

<213> Artificial

<220>

<223> region HR1

<400> 11
gtgactactce

acgcctgece
agcgtctgaa
caaatcagcc
aacgctcttce
ccgatgacat
aggtgaaggc
acatcactga

cggcttttee

<210> 12
<211> 505
<212> ADN

agcaggggga
gaactgccaa
ggcagagcta
accgagcaaa
tggtggtcag
ccagccccte
gactgaacat
atttcaggct

tgagcatgtt

<213> Artificial

<220>

<223> region HR2

<400> 12

ctggacaggt gcaatacggg
atttecgtace actgcaacgg
gcgatggcac cgtggectctg

acgacctgaa ggctggacte

tgggccggtg
atcaccgaac
ctggaagcca
ccagggagga
gaacgtgatg
gtgaaacgca
attcggagtt

gatgtttttc

gttgatgtct
cgactggaag
cgcgaactga
gacccgecect
cgtggtcatc
ccgctcacgg
ctggeecegge
gaagtcaaaa

c

ccgegectge
gtaactcaga
aacatcaatc

aggcagcaac

ES 2728317 T3

aactgcgacg
agcagaaaat
acccagtgca
acctagcecett
atgtgcccett
aggtttcagg
tcgtgtcaac

gcggtgtect

gcggcaaggt
ctgaacttgt
aatccecgtcet
ggaagcccaa
cggggaaaac
gtcaatgcgg
aggttcacga

tctgtcccag

acgccctgac
tcacggacge
tggcctcaga

ccgtgetgea

cgaactccag
ggccttctat
ggaacccatt
gcggtgccag
tgataacaac
tgggttcege
ccttcacaag

acccaaactce

agagtagggce
gcagcttegt
gaaacgcgat
aagtgagcgg
cctgaaattce
gtgtggacaa
cctgecggaa

gtgtggttge

gacatatttg
getttttgge
gcgcctcaaa

cgcagatgaa

18

caggtctacc
acacgctttg
ccaaaacagc
cagcatcgceg
caggccgage
tctgaggcgg
cagggtctat

gatttctecgt

atcacacagg
caggaacttg
agtgagactt
cagaagagcg
agtgacgaac
gcgtgggacg
ctgecgectge

cggggacagyg

aatgtggtgc
gcgtcecatca
ccgtttgagg

acgggcgcaa
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1200

1260

1320
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aggtgaatgg caaattgaac
cgctgcatce gcaacgaggce
ggggegtegt ggttcacgac
tgtgcaatgec tcacctgttg

gggccggtga actgcgacge

tggttccatg
tatgccgega
gcttggaaca
cgggagttac

gaact

ES 2728317 T3

tcgegtgett tgectggtggg acgctctaca
tcaaagccge cggtgtcctg tcectgactttg
cctatttececg tectgecaggg gaacatgege

gcaaactgga tgagcatgac gggcaaccct

19
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REIVINDICACIONES

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

2. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha IS esta presente en varias copias en el genoma de dicha bacteria.

3. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en donde la secuencia IS se selecciona entre 1S200/IS605,
IS630; 1S701; 1S607; 1S982; IS3; 1S1, IS6; I1S5; IS4 0 1S66.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el acido nucleico se introduce en el genoma
de la bacteria mediante recombinacion homologa con una IS presente en el genoma, mediante insercion mediada por
intrén en una IS, o mediante transposicién mediada por IS.

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

6. El método de la reivindicacién 5, en donde la secuencia de mediacion de la inserciébn comprende una secuencia
homologa a una secuencia de la IS, que permite la insercion mediada por IS del gen de interés mediante recombinacion
homologa.

7. El método de la reivindicacion 5, en donde la secuencia de mediacion de la insercion comprende un elemento de
Repeticion Invertida de una IS, que permite la insercion mediada por IS del gen de interés mediante transposicion; o
una secuencia de intrén, que permite la insercion mediada por IS del gen de interés mediante retro-alojamiento.

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

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 biolégicamente activo.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde antes, durante o después de la insercion
mediada por IS del acido nucleico en el genoma de la bacteria, la bacteria es sometida a un tratamiento de
amplificacion génica, preferiblemente un tratamiento de dafio a ADN o térmico.

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 insercion mediada por IS y, opcionalmente, amplificar el nUmero de copias sometiendo dicha bacteria, o un
descendiente de la misma, a un tratamiento de amplificacion génica.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la bacteria Deinococcus se selecciona
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 termofila, mas preferiblemente la bacteria Deinococcus es una bacteria D. geothermalis.

13. Una bacteria Deinococcus obtenida mediante insercién mediada por IS de un acido nucleico, o un descendiente
de dicha bacteria.

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

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

16. El uso de una bacteria de la reivindicaciéon 13 o 14 para la producciéon de un polipéptido que tiene interés
farmacéutico y/o agroquimico, o para la produccion de una enzima tal como una enzima de degradacion de biomasa
0 una enzima de fermentacion, tal como lacasas, xilanasas, amilasas, celulasas, glucanasas, ADH (alcohol
deshidrogenasa) o PDC (piruvato descarboxilasa).
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