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DESCRIPCION
Procedimiento para la integracién cromosémica y sustituciéon de la secuencia de ADN en clostridia.
Antecedentes de la invencion

Clostridia son bacterias gram positivas, anaerébicas y bajas en GC que se utilizan ampliamente en la industria por
sus capacidades para producir disolventes, en particular butanol, etanol y acetona, pero también dioles como 1,3-
propanodiol, acidos organicos como &cido acético, butilico o lactico y vacunas.

La construccion de Clostridia recombinante es una parte importante del desarrollo en este campo. Las cepas de
Clostridium estan modificadas genéticamente para mejorar sus capacidades industriales.

Para realizar estas modificaciones, la recombinacién homoéloga es la técnica mas utilizada en todo tipo de
organismos. La transformacién, transposiciéon y recombinacion homoéloga en varios microorganismos se ha descrito
extensamente en esta materia. Véase por ejemplo (Datsenko y Wanner; PNAS, 2000) (Fabret et al., Molecular
Microbiology, 2002) y el documento WO 01/71040 (Dupont de Nemours).

Clostridia no se pueden transformar de forma natural y los procedimientos actualmente disponibles para su
transformacién son ineficaces y no permiten la introducciéon de multiples mutaciones. Esto ha impedido desarrollos
industriales en este campo.

Clostridia producen normalmente ADNasas extracelulares y enzimas de restriccién que degradan el ADN extrafo
antes y después de la introduccion en las células para transformacién. Los procedimientos clasicos basados en la
introduccion de fragmentos de RCP que acttan bien en muchos microorganismos tal como E. coli o levadura, no son
fiables en estos organismos, ya que la vida media extracelular e intracelular del montaje de ADN para recombinarse
es demasiado corto y la eficacia de recombinacion es generalmente baja. En otros organismos estas dificultades se
han resuelto utilizando vectores que se duplican en el hospedador aumentando de este modo la probabilidad del
episodio de recombinacion. No obstante después del episodio de recombinacion ha de eliminarse el vector que lleva
ahora la secuencia de ADN diana intacta. Este problema se solucioné en Lactococcus lactis (Biswas et al.,
J.Bacteriol., 1993) utilizando replicones sensibles a la temperatura que pueden eliminarse a la temperatura no
permisiva. Actualmente no hay ningln vector disponible con estas caracteristicas para Clostridia. Por consiguiente la
construccion de mutantes en Clostridia ha sido hasta ahora muy laboriosa y con frecuencia sin éxito.

La inactivacion de genes en Clostridia se publicé en los articulos siguientes (véase Tabla 1).

Tabla 1

Cepa Genotipo Referencia
PJC4BK de Clostridium acetobutylicum buk-, MLS” Green et al., 1996
PJC4PTA de Clostridium acetobutylicum pta-, MLS" Green et al., 1996
PJC4AAD de Clostridium acetobutylicum aad-, MLS" Green y Bennett, 1996
SM101y F4969 de Clostridium perfringens A cpe, CatP Saarker et al., 1999
Cepa 13 de Clostridium perfringens A luxS Ohtani et al., 2002
SKO1 de Clostridium acetobutylicum AspoA, MLS™ Harris et al., 2002
Tipo A de Clostridium perfringens A spo0OA Huang et al., 2004
SM101 de Clostridium perfringens CCpA-, CatP Varga et al., 2004
ATCC 824 buk de Clostridium acetobutylicum | A SpollE, buk-, CatP WO 2006/007530

La inactivacion génica se ha realizado hasta ahora en Clostridia transformando con ADN circular que no podia
duplicarse en las cepas diana. Ya que las ADNasas y las endonucleasas de restriccion de ADN presentes en
Clostridia degradan rapidamente el ADN introducido, y generalmente la frecuencia de recombinacién en este género
no es muy elevada, ha sido muy laboriosa la obtencion de mutantes.

Ademas, las cepas recombinantes descritas hasta ahora (véase anteriormente) son todas resistentes a MLS o a
cloranfenicol y los correspondientes genes marcadores no pueden eliminarse después que se ha producido el
episodio de recombinacion. Esto limita el nimero de posibles recombinaciones al nimero de marcadores de
resistencia disponibles en estas bacterias a un maximo de 3. Ademads, para la utilizaciéon industrial de estas
bacterias, podria ser Util tener cepas sin marcadores a fin de impedir la liberacion de genes con resistencia a los
antibiéticos en los medios de fermentacion.

Por otra parte, algunas de estas cepas que se han obtenido por episodios de recombinacion individuales adolecen el
inconveniente de que no son estables si se cultivan sin presion de seleccion alguna.

Por consiguiente, todavia existe la necesidad en la situacién actual de la tecnologia de un procedimiento para la
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transformacioén de Clostridia con gran eficacia, con una facil etapa de seleccion de cepas recombinantes, que
permite las sustituciones sucesivas de la secuencia de ADN en la misma cepa, conduciendo a Clostridia
recombinantes que son genéticamente estables y sin marcadores.

La presente invencion se refiere a un nuevo procedimiento para reemplazar o eliminar secuencias de ADN en
Clostridia, facil de realizar y aplicable a nivel industrial. Este procedimiento es util para modificar varios locus
genéticos en Clostridia de manera rutinaria.

Este procedimiento se basa en un vector duplicado Util para la transformacién de Clostridia con gran eficacia.

Con este nuevo procedimiento, puede introducirse en el genoma un nimero ilimitado de mutaciones, eliminando los
casetes con resistencia del genoma y reutilizandolos en sucesivas rondas de sustitucion de la secuencia de ADN.

La introduccion eficaz de mdltiples mutaciones en Clostridia permitiria a la industria mejorar las cepas industriales
existentes y desarrollar nuevos procedimientos.

Descripcion de la invencion

La presente invencién proporciona un procedimiento para la sustitucion de una secuencia de ADN diana mediante
recombinacion homologa en Clostridia, que comprende:

- Transformar dicha cepa con un vector que comprende:
- un origen de replicacién que permite su replicacion en Clostridia'y
- un casete de sustitucion que comprende un primer gen marcador rodeado de dos secuencias homologas a
las regiones seleccionadas alrededor de la secuencia de ADN diana, permitiendo la recombinacion del

casete, y

- un segundo gen marcador,

seleccionar las cepas que tienen integrada en su genoma dicho casete, que expresan el primer gen marcador,

seleccionar las cepas que han eliminado dicho vector, que no expresan el segundo gen marcador,
en la que el segundo gen marcador es un marcador de contraseleccion.

Todas las técnicas de biologia molecular utilizadas para realizar la invencién estan completamente descritas en
“Molecular cloning: a laboratory manual”, 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, de Sambrook,
Fritsch y Maniatis.

El término “sustitucion” de una secuencia de ADN diana utilizado en el contexto de la presente invencién, significa
que una secuencia diferente de la original se introduce en el locus de la secuencia de ADN diana.

Segun la invencién, una secuencia de ADN se define como una secuencia génica o intergénica. Ambas pueden
comprender secuencias activadoras o reguladoras.

La expresion “secuencia de ADN diana” significa cualquier zona génica o intergénica, secuencia activadora o
reguladora de interés seleccionada por un experto en la materia. Significa en particular genes que codifican
proteinas de interés, por ejemplo enzimas implicadas en el metabolismo celular.

La secuencia de ADN sustituida/insertada puede ser codificadora o no. Puede ser una secuencia mutada del gen
diana, una secuencia activadora o reguladora y/o un marcador tal como un gen con resistencia a los antibiéticos o
una enzima generadora de color. Puede ser mas larga o mas corta que la secuencia sustituida, dependiendo de la
distancia que separa las dos zonas homologas.

Debido a la insercion, la expresion del gen diana esta normalmente perturbada, parcial o completamente suprimida o
aumentada. La sustitucion de la secuencia del ADN diana por una secuencia proxima a la original, pero que
comprende mutaciones, conduce a la expresion existente de una proteina, secuencia activadora o reguladora
mutadas.

Si la sustitucion de la secuencia de ADN diana da como resultado una eliminacion total de dicha secuencia de ADN,
el gen se califica como “eliminado”.

La expresion “recombinacién homéloga” se refiere al episodio de sustitucion de un segmento de ADN por otro que
posee zonas idénticas (homdlogas) o casi idénticas. Este episodio se denomina también entrecruzamiento de ADN.
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El término “transformacion” se refiere a la incorporacién de acido nucleico exdégeno por una célula, esta adquisicion
de nuevos genes que es transitoria, (si el vector que lleva los genes esta curado) o permanente (en el caso de que el
gen exogeno esté integrado en los cromosomas).

El término “vector” se refiere a un elemento extracromosémico que lleva genes o casetes, que normalmente esta en
forma de moléculas de ADN bicatenario circular, pero puede ser también una molécula de ADN monocatenario.
Ambos términos “vector” y “plasmido” se utilizan indistintamente.

El vector segun la invencion es un vector replicante. Comprende por lo menos un origen de duplicacion, y
preferentemente varios origenes duplicadores, que permiten que sea funcional en diferentes especies.

En particular un vector preferido puede comprender dos origenes de duplicacion:
- Ori, funcional en E. coli,
- RepL de pIM13 procedente de B. subtilis, funcional en Clostridia (Mermelstein et al., Biotechnology, 1992).

La expresion “secuencias homdlogas a una secuencia de ADN diana” se refiere a las secuencias con gran similitud
de secuencia con las zonas seleccionadas de la secuencia diana.

La expresion “gen marcador” se refiere a una secuencia que codifica una proteina marcadora bajo el control de
elementos reguladores funcionales en Clostridia. Dichas proteinas son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, el
experto en la materia puede utilizar un gen con resistencia a los antibiéticos, un marcador fluorescente o coloreado o
un marcador de auxotrofia. Se proporcionan a continuaciéon ejemplos de genes marcadores utiles.

Una vez ha ocurrido el episodio de recombinacién, el vector lleva ahora la secuencia de ADN diana intacta y por
consiguiente debe eliminarse. La eliminacién de un vector duplicador generalmente sucede con cultivos sucesivos
de clones, seguida de seleccion negativa o positiva de clones que han eliminado este vector. La eliminacién del
vector puede ser también una etapa activa del proceso, con la utilizacion de endonucleasas que escinden
especificamente las secuencias de ADN presentes en el vector. Una vez el vector esta curado, las cepas no
expresan ya el segundo gen marcador, y pueden seleccionarse en esta caracteristica.

El segundo gen marcador es un gen marcador de contraseleccion.

Un marcador de contraseleccion es un gen cuya presencia es letal para el organismo hospedador en determinadas
circunstancias, tal como la presencia de su sustrato afin. Pueden utilizarse marcadores de contraselecciéon como una
seleccién positiva para la pérdida del plasmido.

Preferentemente, el gen marcador de contraseleccion es un gen que restablece la actividad de un gen endégeno
ausente o eliminado no esencial.

Los marcadores de contraseleccidon méas utilizados son los genes que proporcionan sensibilidad a la sacarosa,
estreptomicina o acido fusarico. Se han utilizado para construir mutantes o cepas de vacuna en varias cepas
bacterianas. Para detalles véase el estudio de Reyrat et al, 1998, Infection and Immunity. Los marcadores de
contraseleccion que pueden utilizarse en Clostridia incluyen genes que proporcionan sensibilidad a 5-fluoro-uracilo
(5-FU), gamma-glutamil hidrazida (GBS) o 8-aza-2,6-diaminopurina (8ADP).

En una forma de realizacién preferida, el marcador de contraseleccién es el gen upp, que codifica uracil fosforribosil-
transferasa que favorece la transformacion de 5-fluoro-uracilo (5-FU) a un producto téxico. Las células con actividad
de upp no pueden desarrollarse en un medio con 5-FU.

La utilizacién de este marcador de contraseleccion es particularmente Util cuando las Clostridia transformadas son
Aupp, y por consiguiente son capaces de desarrollarse en un medio que contiene 5-FU antes de la transformacion y
de la eliminacién del vector. Las cepas que han eliminado el vector pueden seleccionarse positivamente.

Los mutantes supresores que pueden aparecer en el gen upp en presencia de 5-FU, pueden conducir a veces a
falsas suposiciones con respecto a la pérdida del plasmido. En una forma de realizacién preferida de la invencion, el
vector comprende ademas un tercer marcador, preferentemente un gen con resistencia a los antibidticos que
permite una segunda selecciéon de cepas sensibles al antibidtico. Esta seleccion negativa puede utilizarse ademas
de la seleccion positiva basada en el gen upp.

En una forma de realizacion preferida de la invencién, el vector se elimina por digestion con endonucleasas una vez
se ha producido el episodio de recombinacion. Preferentemente, el vector alberga secuencias de ADN que son
reconocidas por las endonucleasas de restriccion y que estan al mismo tiempo ausentes del genoma de la especie
de Clostridium utilizada. Por consiguiente el vector se destruye especificamente sin pérdida de integridad del
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genoma de Clostridium.

Las endonucleasas de restriccion son enzimas que escinden las moléculas de ADN en la posicién de las secuencias
basicas especificas, el sitio de la endonucleasa de restriccion. El experto en la materia podra determinar qué sitio de
la endonucleasa de restriccion falta del genoma de la cepa de Clostridium de interés. Las posibles endonucleasas de
restriccion que pueden aplicarse para C. acetobutylicum son Asd, Fsel, Notl, Sfl, Srfi. En otra forma de realizacion
pueden utilizarse meganucleasas, que reconocen grandes sitios diana de ADN (12 a 45 pb) tales como I-Scel, HO o
I-Crel.

En una forma de realizacién preferida la cepa de Clostridium que debe transformarse alberga en su genoma por lo
menos un gen que codifica la endonucleasa, que reconoce el sitio de la endonucleasa de restriccion que esta
presente en el vector. Opcionalmente, la expresién de la endonucleasa de restriccion esta bajo el control de un
activador inducible.

Un activador inducible es un elemento de ADN que permite la expresion condicional de una secuencia diana al
anadir el inductor correspondiente. Por ejemplo, un sistema activador inducible en Clostridium que es conocido por
el experto en este campo esta descrito en Girbal et al., 2003, Appl. Env. Microbiol. 69:4985-8. Una vez el episodio de
recombinacion se ha producido, y antes de la identificacion de las cepas que han eliminado el vector, puede
producirse la expresion de la endonucleasa de restriccion. La endonucleasa de restriccion escindirda el vector
presente en las Clostridia conduciendo a su eliminacion. Opcionalmente el gen que codifica la endonucleasa de
restriccion puede insertarse en el genoma antes de la introduccion en el vector de la cepa.

En otra forma de realizacion de la invencion el gen que codifica la endonucleasa de restriccién puede aumentar
también la frecuencia de recombinacién antes de la eliminacion del plasmido al aumentar la cantidad de ADN lineal
en las células que es conocido por recombinar mejor este ADN circular.

En una forma de realizacion especifica de la invencion, el primer gen marcador es un gen con resistencia a los
antibioticos introducido en el medio del casete de sustitucién.

En una forma de realizacion especifica de la invencién, este primer gen marcador puede eliminarse del genoma de
las cepas transformadas de Clostridium. En particular, el primer gen marcador puede estar rodeado por dos sitios
diana de recombinasa, y después eliminarse mediante la accién de una recombinasa, una vez que se ha producido
el episodio de recombinacion homéloga.

En una forma de realizacion ventajosa de la invencion, la recombinasa es expresada por un segundo vector que
lleva el gen correspondiente, introduciéndose dicho vector en las Clostridia por transformacion.

Preferentemente, los sitios diana de recombinasa son secuencias FRT. La FLP recombinasa procedente de
Saccharomyces cerevisiae es activa en una secuencia de ADN especifica de 34 pares de bases, denominada
secuencia FRT (para la FLP recombinasa diana). Cuando dos de estos sitios FRT estan presentes, la enzima FLP
crea roturas bicatenarias en las cadenas de ADN, intercambia los extremos de la primera FRT con los de la segunda
secuencia diana, y a continuacion reacopla las cadenas intercambiadas. Este proceso conduce a la eliminacién del
ADN que se une entre los dos sitios.

En una forma especifica de realizacion de la invencion, las secuencias homélogas para las zonas seleccionadas
alrededor de la secuencia de ADN diana pueden comprender mutaciones en hasta el 10% de los pares de bases
que componen el fragmento de ADN utilizado para el episodio de recombinacion.

En una forma de realizacion ventajosa de la invencién, las cepas de Clostridium que deben transformarse se
eliminan de los genes que codifican las endonucleasas de restriccién. Estas cepas presentan la ventaja de que se
pueden transformar facilmente sin ninguna metilacion previa del plasmido in vivo.

En otra forma de realizacion ventajosa de la invencion, las cepas de Clostridium que deben transformase se eliminan
de los genes que codifican las ADNasas extracelulares.

En otra forma de realizacion de la invencién, los Clostridia que deben transformarse son eliminadas por gen upp.

En otra forma de realizacién ventajosa de la invencion, las cepas de Clostridium que deben transformarse se
seleccionan de entre Clostridium acetobutylicum, Clostridium bejeirinckii, Clostridium saccharoperbutylacetonicum,
Clostrididum butylicum, Clostridium butyricum, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Clostridium sporogenes,
Clostridium thermocellum, Clostridirum saccharolyticum (actualmente Thermoanaerobacter saccharolyticum),
Costridium  thermosulfurogenes  (actualmente Thermoanaerobacter  thermosulfurigenes), Clostridium
thermohydrosulfuricum (actualmente Thermoanaerobacter ethanolicus).

La cepa de Clostridium preferida es Clostridium acetobutylicum.
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En una forma de realizacion preferida de la invencién, la cepa Clostridium acetobutylicum que debe transformarse es
una cepa A Cac15, eliminada por el gen que codifica la endonucleasa de restriccion Cac 824I. Esta cepa presenta la
ventaja de que se puede transformar facilmente sin ninguna manipulacién del plasmido previa in vivo.

En otra forma de realizacién preferida de la invencién, la cepa de Clostridium acetobutylicum que debe
transformarse es una cepa cuyo gen upp se elimind, denominada A upp. Como consecuencia la transformacién de la
cepa con un vector que lleva el gen upp permite la seleccioén de cepas sensibles al medio con 5-FU, y a continuacioén
la seleccion positiva de cepas que han perdido el plasmido que no son sensibles ya al medio con 5-FU.

La cepa de Clostridium acetobutylicum que debe transformarse puede también ser A Cac15 Aupp.

El procedimiento se utiliza con ventaja para la sustitucion sucesiva de dos o mas genes diana por recombinacion
homologa en la misma cepa de Clostridium.

La presente invencién se refiere también al vector para transformar la cepa, tal como se describié anteriormente.
Descripcion de los dibujos

Figura 1: Cartografia del vector pUC18-FRT-MLS2

Figura 2: Cartografia del vector pCons2-1

Figura 3: Cartografia del vector pCIP2-1

Figura 4: Cartografia del vector pCons::UPP

Figura 5: Cartografia del vector pCLF1

Figura 6: Representacion esquematica del procedimiento de eliminacion para Clostridia.

Las etapas siguientes se llevan a cabo sucesivamente:

A- Ampliacion de dos zonas seleccionadas alrededor de la secuencia de ADN diana; 1, 2, 3, 4 representan
cebadores para RCP

B- Clonacion de los fragmentos de RCP obtenidos en el vector de clonacion pTOPO

C- Insercién de un marcador en el sitio de restriccién Stul, presente en los cebadores de RCP

D- Clonacion del casete de sustitucion en el sitio BamHI de pCONS 2.1: construccién del vector pREP clo Y

E- Transformacién de Clostridium con el vector pREP clo Y

F- Integracién cromosémica del casete de sustitucion por doble entrecruzamiento durante el subcultivo

G- Identificacién de los clones con fenotipos de EryR y Thiam®

H- Analisis de RCP para comprobar la sustitucion del gen y la pérdida del plasmido OR

D’- Clonacion del casete de sustitucion en el sitio BamHI de pCONS::UPP : Construccion del vector pREP clo Y:UPP
E’- Transformacion de Aupp de Clostridium con el vector pREP clo Y:UPP

F’- Integracién cromosomica del casete de sustitucion por doble entrecruzamiento durante el subcultivo

G'- Identificacion de los clones con fenotipos Ery™ y 5-FUR (Thiam®)

H’- Analisis por RCP para comprobar la sustitucién génica y la pérdida de plasmidos.

Ejemplos
Ejemplo 1: construccion de vectores
1.1 Construccion de pUC18-FRT-MLS2

Este plasmido contiene un gen MLS' funcional en Clostridia y flanqueado por dos sitios FRT y dos sitios Stul y sirve
para la construccion de los casetes de sustitucion. Se realizé la reaccion en cadena de polimerasa inversa (RCPI)
con Pwo ADN polimerasa con pKD4 como plasmido plantilla (Datsenko y Wanner, 2000) y los oligonucleétidos
PKD4.1 y PKD4.2 como cebadores para ampliar la zona del plasmido con los sitios FRT pero sin el marcador Km'.
Este fragmento con extremo truncado se ligd después al gen MLSr obtenido después de una digestion con Hindlll
del plasmido pETSPO (Harris et al., 2002, J. Bacteriol.) y tratamiento de Klenow. El plasmido correspondiente
(PKD4-Ery1) se utiliz6 después como plantilla para ampliar el gen MLS' en una reaccién de RCP utilizando los
oligonucleodtidos FRT-MLSR-F y FRT-MLSR-R como cebadores y Pwo ADN polimerasa. Este fragmento se clon6
directamente en pUC18 digerido con Smal para dar el plasmido pUC18-FRT-MLS2 (figura 1).
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Cebadores para PCR:

PKD4.1 (SEC ID n°1): 5’-ctggcgccectgagtgettgcggcagegtgagggg-3
PKD4.2 (SEC ID n°2): 5’-agcccggggatctcatgetggagticticgecce-3’
FRT-MLSR-F (SEC ID n°3): 5’-tacaggccttgagcgattgtgtaggctggage-3’
FRT-MLSR-R (SEC ID n°4): 5’-aacaggcctgggatgtaacgcactgagaagcecc-3’

1.2 Construccion de pCons 2.1

Este plasmido contiene un origen de replicacién de pIM funcional en Clostridia (mecanismo de circulo rodante de la
replicacién), un gen catP que proporciona resistencia a tianfenicol y un Unico sitio BamHI para la clonacion del
casete de sustitucion. Este plasmido se construyé en un procedimiento de dos etapas a partir del plasmido pETSPO
(Harris et al., 2002, J. Bacteriol.) para eliminar parte de un polienlazador y entre otros un sitio BamHI| y un sitio
EcoRlI. La RCPI se realiz6 con Pwo ADN polimerasa con pETSPO como plasmido plantilla y los oligonucleotidos
PCONSAccl y PCONSEcoRI como cebadores, y el producto de la RCP se fosforil6 y se ligd. Después de la
transformacién de E. coli se obtuvo el plasmido pCons0. Este plasmido se digerié a continuacion con BamHI para
eliminar el casete spo0A, el fragmento de ADN adecuado purificado y ligado para dar el plasmido pCons2-1. La
cartografia de pCons2-1 se da en la figura 2.

Cebadores de RCP:
ONSAccl (SEC ID n%5) : 5’-ccggggtaccgtcgacctgcagec -3’
PCONSEcoRI (SEC ID n6) : 5’-gaattccgcgagctcggtaccegge -3’

1.3 Construccion del vector pCIP 2-1

En este montaje el origen de replicacion de pIM13 de pCons2-1 se sustituyé por el origen de duplicacion del
plasmido pSOL1, un plasmido que tiene un mecanismo 6 de replicacion. Con este fin el origen de replicacion de
pSOL1 se amplié por RCP con Pwo ADN polimerasa utilizando ADN completo de C. acetobutylicum como plantilla y
oligonucledtidos ori-3-D y ori-4-R como cebadores. El producto de la RCP se clon6 en el pCR-Bluntll-TOPO vy el
plasmido resultante fue digerido por Eco Rl y el fragmento de 2,2 kb se purific6. De manera similar, el plasmido
pCons 2.1 fue digerido por ECO RI y el fragmento de 2,4 kb se purificé y se ligé al fragmento EcoRI de 2,2 kb que
contiene el origen de replicacién de pSOL1 para dar el plasmido pCIP2-1 (Figura 3).

Cebadores de RCP

ORI-3-D (SEC ID n97) : 5’-ccatcgatgggggtcatgcatcaatactatccee-3’
ORI-4-R (SEC ID n®8) : 5’-gcttccctgttttaatacctttcgg-3’

1.4 Construccion del vector pCons::upp

El gen upp con su propio sitio de unién al ribosoma (rbs) se cloné en pCons2.1 en el sitio Bcgl justo corriente abajo
del gen CatP para construir un operoén artificial con upp expresado bajo el control del activador CatP. De este modo,
no se introdujeron regiones homaélogas que podrian permitir la integracién cromosémica del gen upp en la cepa
Acac15Aupp en experimentos de eliminacién adicionales, que utilizan el gen upp como marcador de contraseleccion
para la pérdida del plasmido.

El gen upp con su rbs se ampli6 por RCP (Pfu) en el ADN gendémico de C. acetobutylicum utilizando los
oligonucledtidos REP-UPP F y REP-UPP R como cebadores. El producto de la RCP de 664 pb fue digerido por Pvull
y se cloné en pCons 2.1 digerido por Bcgl y tratado con T4 ADN polimerasa para truncar los extremos. De este
modo se obtuvo el vector duplicador pCons::UPP (véase la figura 4).

Cebadores de RCP

REP-UPP F (SECID n99) : 5’- aaaacagctgggaggaatgaaataatgagtaaagttacac-3’
REP-UPP R (SEC ID n°10) : 5'- aaaacagctgttattttgtaccgaataatctatctccagc-3’

1.5 Construccion del vector pCLF1
El gen FLP1 de S. cerevisiae que codifica la FLP recombinasa se clon6 en el vector pCons 2.1 bajo el control del
activador y RBS procedente del gen de la tiolasa (thl) procedente de C. acetobutylicum que permite gran expresion

en este organismo.

El gen FLP1 se ampli6 por RCP (Pfu) utilizando los oligonucleétidos FLP1-D y FLP1-R como cebadores y el
plasmido pCP20 (Datsenko y Wanner, 2000) como plantilla.
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Cebadores de RCP

- FLP1-D (SEC ID n®11) : 5- aaaaggatccaaaaggagggattaaaatgccacaatttggtatattatgtaaaacaccacct-3’
- FLP1-R (SEC ID n%12) : 5-aaatggcgccgcgtacttatatgcgtctatttatgtaggatgaaaggta-3’

FLP1-D tiene una extension en 5’ que incluye un sitio BamHI y la secuencia por RBS de thl.
FLP1-R introdujo un sitio Sfol en 3’ del producto de la RCP.

El producto de la RCP fue digerido por BamHI y Sfol y se cloné directamente en el vector de expresion pSOS95 que
habia sido digerida con las mismas enzimas, dando el plasmido pEX-FLP1 (6281 pb).

El fragmento Sall (1585 pb) de pEX-FLP1 que contiene el casete de expresion FLP1 se clon6 en el sitio Sall de
pCONS2.1 para obtener el plasmido pCLF1 (4878 pb) (figura 5).

Ejemplo 2: Eliminacion del gen cac1502 que codifica la enzima de restriccion cac8241 en Clostridium
acetobutylicum

Para una representacion esquematica del procedimiento véase la figura 6.

Dos fragmentos de ADN que rodean el gen que codifica a Cac8241 (CAC1502) se ampliaron por RCP con Pwo ADN
polimerasa utilizando ADN completo procedente de C. acetometilycum como plantilla y dos pares especificos de
oligonucledtidos como cebadores (véase la tabla 2). Utilizando pares de cebadores CAC 1B-CAC 2 y CAC 3-CAC
4B, se obtuvieron fragmentos de ADN de 1493 pb y 999 pb, respectivamente. Ambos cebadores CAC 1B y CAC 4B
introducen un sitio BamH| mientras que los cebadores CAC 2 y CAC 3 tienen secuencias complementarias
prolongadas por 5 que introducen un sitio Stul. Los fragmentos de ADN CAC 1B-CAC 2 y CAC 3-CAC 4B se
unieron en un experimento de fusion por RCP con los cebadores CAC 1B y CAC 4B y el fragmento resultante se
clon6 en el vector pCR4-TOPO-truncado para dar pTOPO:cac15. En el Unico sitio Stul del pTOPO:cac15, se
introdujo el fragmento Stul de 1372 pb de pUC18-FRT-MLS2 que alberga el gen MLS' con resistencia a los
antibidticos con las secuencias FRT en ambos lados. El casete de sustitucion cac1502 obtenido tras la digestion con
BamHlI del plasmido resultante se clond, en la BamHI, en el sitio pCons2-1 para dar el plasmido pREPCAC15 y en
pCIP2.1 para dar pCIPCAC15.

Los plasmidos pPREPCAC15 y pCIPCAC15 se metilaron in vivo y se utilizaron para transformar C. acetobutylicum por
electroporacion. Después de la seccion en placas de Petri para clones resistentes a eritromicina (40 ug/ml), se
cultivd una colonia de cada uno de los transformantes durante 24 horas en medio sintético liquido con eritromicina a
razén de 40 pg/ml y a continuacién se subcultivd en medio 2YTG liquido sin antibidtico. Se colocaron diluciones
apropiadas en placas en agar-agar con Clostridium reforzado (ACR) con eritromicina a razén de 40 pug/ml. Para
seleccionar integrantes que han perdido los vectores pREPCAC15 o pCIPCAC15, los clones resistentes a
eritromicina se colocaron réplicas tanto en ACR con eritromicina a razoén de 40 pg/ml y ACR con tianfenicol a razén
de 50 pg/ml. Aunque con los transformantes de pREPCAC15 se obtuvieron varias colonias con el fenotipo deseado,
con los transformantes de pCIPCAC15 no se obtuvieron ninguna de dichas colonias. Esto demuestra que el
mecanismo 0 de replicacion de pCIPCAC15 es menos favorable para favorecer el doble entrecruzamiento en C.
acetobutilycum que un mecanismo de de circulo rodante. El genotipo de los clones resistentes a la eritromicina y
sensible a tianfenicol se comprobado por analisis de RCP (con los cebadores CAC 0 y CAC 5 situados fuera del
casete de sustitucion CAC15 y los cebadores CAC D y CAC R situado dentro de cac1502). Se aislaron las cepas
Acac15::mis® que han perdido pREPCAC15.

Se transformé una cepa Acac15::mis” con el vector pCLF1 que expresa el gen FLP1 que codifica la Flp recombinasa
de S. cerevisiae. Después de la transformacién y seleccion para resistencia al tianfenicol (50 pg/ml) en placas de
Petri, se cultivé una colonia en medio liquido sintético con tianfenicol a razén de 50 pg/ml y diluciones apropiadas se
colocaron en placas en ACR con tianfenicol a razén de 50 pg/ml. Los clones resistentes a tianfenicol eran réplicas
colocadas en placa tanto en ACR con eritromicina a razén de 40 pug/ml como ACR con tianfenicol a razén de 50
pg/ml. El genotipo de clones con sensibilidad a la eritromicina y resistencia al tianfenicol se comprobé por analisis
RCP con los cebadores CAC 0 y CAC 5B.

Dos cultivos sucesivos de 24 horas de la cepa Acac15 con sensibilidad a eritromicina y resistencia al tianfenicol se
realizaron para perder pCLF1. La cepa Acac15 que ha perdido pCLF1 se aisl6 segun su sensibilidad tanto a
eritromicina como a tianfenicol. La cepa se denominé MCG Acac15 de C. acetobutilycum.
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Tabla 2
Denominacién | SEC ID n® Secuencias de cebador
CAC 1B 13 aaaggatccatgcacactcataaatttactgtaggaagtctg’
CAC 2 14 ggggaggcctaaaaaggggggtcccaaataatatttgecatagtaaccace
CAC3 15 ccccctttttaggectcccctcgaacttattagaatgattaagaticcgg
CAC 4B 16 aaaggatcctcattaaatticctccattitaagcctgtc
CACO 17 gtgatataattttcctttaaatggaggaggatctg
CAC 5B 18 gccgttaatagacattataattccattgge
CACD 19 gaattcttaaaaatatttggatcattaagcgg
CACR 20 gttgtatiggaatcttigttattattictcce

Ejemplo 3: Eliminacion del gen upp que codifica la uracil fosforribosil-transferasa en Acac15 de Clostridium
acetobutylicum

Se ampliaron por PCR dos fragmentos de ADN corriente arriba y corriente abajo de upp (CAC2879) con Pwo ADN
polimerasa utilizando ADN completo de C. acetobutilycum como plantilla y dos pares especificos de oligonucleétidos
como cebadores (véase la tabla 3). Con los pares de cebador UPP 1-UPP 2 y UPP 3-UPP 4, se obtuvieron los
fragmentos de ADN de 1103 pb y 1105 pb, respectivamente. Ambos cebadores UPP 1 y UPP 4 introducen un sitio
BamHlI, mientras que los cebadores UPP 2 y UPP 3 han ampliado en 5’ las secuencias que introducen un sitio Stul.
Los fragmentos de ADN UPP 1-UPP 2 y UPP 3-UPP 4 se unieron en un experimento de fusiéon por RCP con los
cebadores UPP 1 y UPP 4 y el fragmento resultante se cloné en pCR4-TOPO-truncado para dar pTOPO:upp. En el
Unico sitio Stul de pTOPO:upp, se introdujo el fragmento Stul de 1372 pb de pUC18-FRT-MLS2 que alberga el gen
MLS' con resistencia a los antibiéticos con la secuencia FRT en ambos lados. El casete de sustitucién upp obtenido
después de la digestion con BamHI del plasmido resultante se cloné en pCons2-1 en el sitio PamHI| para dar el
plasmido pREPUPP.

El plasmido pREPUPP se utilizé para transformar la cepa MGCAcac15 de C. acetobutilycum por electroporacién sin
metilacién previa in vivo. Tras la seleccion en placas de Petri para la seleccion de los clones resistentes a
eritromicina (40 pg/ml), se cultivd una colonia durante 24 horas en medio sintético liquido con eritromicina a razén de
40 pg/ml y a continuacion se subcultivd en medio 2YTG liquido sin antibidtico. Se colocaron en placas diluciones
apropiadas en RCA con eritromicina a razén de 40 pg/ml. Los integrantes seleccionados que han perdido el vector
pREPUPP, clones resistentes a eritromicina se colocaron por duplicado en placas en ambos ACR con eritromicina a
razon de 40 ug/ml y ACR con tianfenicol a razén de 50 pg/ml. El genotipo de los clones resistentes a la eritromicina y
sensibles a tianfenicol se comprobd por analisis de RCP (con los cebadores UPP 0 y UPP 5 situados fuera del
casete UPP de sustitucion y los cebadores UPP D y UPP R situados dentro de UPP). Se aisl6 la cepa
Acac15Aupp::mis™ que ha perdido pREPUPP. Se confirmé la eliminacién de cac?502 previa como se describio
anteriormente en el primer ejemplo. La cepa Acac15Aupp::mlsR es resistente a 5-FU 400 UM comparada con 50 uM
para la cepa Acac15.

La cepa Acac15Aupp::m/sH se transformd con el vector pCLF1 que expresa el gen FLP1 que codifica la Flp
recombinasa de S. cerevisiae. Después de la transformacion y seleccidn por resistencia a tianfenicol (50 pg/ml) en
placas de Petri, se cultivd una colonia en medio liquido sintético con tianfenicol a razén de 50 pg/ml y diluciones
apropiadas se colocaron en ACR con tianfenicol a razén de 50 ug/ml. Los clones resistentes a tianfenicol se
colocaron por duplicado en placa tanto en ACR con eritromicina a razén de 40 pg/ml como ACR con tianfenicol a
razon de 50 pg/ml. El genotipo de los clones con sensibilidad a la eritromicina y resistencia a tianfenicol se comprobd
por andlisis RCP con los cebadores UPP 0 y UPP 5. Dos cultivos de 24 horas sucesivos de la cepa Acac15Aupp con
sensibilidad a la eritromicina y resistencia al tianfenicol se realizaron para perder pCLF1. La cepa Acac15Aupp que
ha perdido pCLF1 se aislé determinando su sensibilidad tanto a eritromicina como a tianfenicol.

Tabla 3
Denominacién | SEC ID n® Secuencias de cebadores
UPP 1 21 aaaaggatcctcctgatctattaattcttgatgaaccc
UPP 2 22 ggggaggcctaaaaagggggattgcataaataaaaagggctgaaaaataaatticag
UPP 3 23 ccccctttttaggectecccttatticattcctecattgtattttttitctatttg
UPP 4 24 aaaaggatccgctattatgaataggttaaataagtcagctgg
UPP 0 25 aatacaagcaaagagaataggctatgtgcc
UPP 5 26 aatacaagcaaagagaataggctatgtgcc
UPP D 27 ggcatatgaagtaacaagagaaatgcagc
UPP R 28 ataatctatctccagcatctccaagacce

Ejemplo 4: Eliminacion del gen cac3535 con utilizacion de upp y 5-fluorouracilo como seleccion positiva para la
pérdida del plasmido
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Dos fragmentos de ADN corriente arriba y corriente abajo de cac3535 que codifica un segundo sistema de
modificacién por restriccion de C. acetobutilycum se ampliaron por PCR con Pwo ADN polimerasa utilizando ADN
completo de C. acetobutilycum como plantilla y dos pares especificos de oligonucleétidos (véase la tabla 4). Con los
pares de cebador RM 1-RM 2 y RM 3-RM 4, se obtuvieron fragmentos de ADN de 1 kpb y 0,9 kpb, respectivamente.
Ambos cebadores RM 1 y RM 4 introducen un sitio BamHI, mientras que los cebadores RM 2 y RM 3 tienen
secuencias complementarias ampliadas en 5’ que introducen un sitio Scul. Los fragmentos de ADN RM 1-RM 2 y
RM 3-RM 4 se unieron en un experimento de fusion por RCP utilizando cebadores RM 1 y RM 4 y el fragmento
resultante se clond en en el vector pCR4-TOPO-truncado para dar el plasmido pTOPO:cac3535. En el unico sitio
Stul de pTOPO:cac3535, se introdujo el fragmento Stul de 1372 pb de pUC18-FRT-MLS2 que alberga el gen MLS'
con resistencia a antibiético con las secuencias FRT en ambos lados. El casete de CAC 3535 sustitucion upp
obtenido después de la digestién con BamH| del plasmido resultante se cloné en pCons2::upp en el sitio BamHI para
dar el plasmido pREPCA3535::upp.

El plasmido pREPCA3535::upp se utilizd para transformar la cepa MGCAcac15Aupp de C. acetobutilycum por
electroporacion. Tras la seleccién en placas de Petri para la seleccion de los clones resistentes a eritromicina (40
pg/ml), se cultivé una colonia durante 24 horas en medio sintético liquido con eritromicina a razén de 40 ug/mly 100
ul de cultivo sin diluir se colocaron en RCA con eritromicina a razén de 40 pg/ml y 5-FU a 400 yM. Las colonias
resistentes tanto a eritromicina como a 5-FU se colocaron por duplicado en placas en ambos ACR con eritromicina a
razon de 40 pg/ml y ACR con tianfenicol a razén de 50 pg/ml para verificar que la resistencia a 5-FU esta asosiada a
la sensabilidad con tianfenicol. El genotipo de los clones resistentes a la eritromicina y sensibles a tianfenicol se
comprob6 por andlisis de RCP (con los cebadores RM 0 y RM 5 situados fuera del casete cac3535 de sustitucion y
los cebadores RM D Y RM R situados dentro del gen cac3535). De esta manera, se aisl6 la cepa
Acac15AuppAcac35::mis”™ que ha perdido pPREPCAC3535::upp.

Tabla 4
Denominacion SEC ID n® Secuencias de cebadores
RM 1 29 aaaaggatccgcagctttctggaaggactacggcg
RM 2 30 ggggaggcctaaaaagggggcatttacttatggtacggttcacccc
RM 3 31 ccccctttttaggectceccgtctttaaaaagtaatttatcaaaggcatcaagge
RM 4 32 ccccctttttaggectceccgtctttaaaaagtaatttatcaaaggcatcaagge
RM 0 33 cacattgtcatttataaaagtccctaggg
RM 5 34 gtagtaattccaacttcaactcttgccac
RM D 35 cttagaatagctgatattgcttgcgg
RM R 36 agcatctctcttaatgatictccgg
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Listado de secuencias

<110> METABOLIC EXPLORER

<120> PROCEDIMIENTO PARA LA INTEGRACION CROMOSOMICA Y SUSTITUCION DE SECUENCIA DE ADN
EN CLOSTRIDIA

<130> 66946 D24607

<150> PCT/EP2006/066997<151> 2006-10-03
<160> 36

<170> Patente en version 3.3

<210> 1
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 1
ctggcgcecct gagtgcettge ggecagegtga gggg 34

<210>2
<211> 33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 2
agcccgggoa tetcatgetg gagttetteg cee 33

<210> 3
<211> 32
<212> ADN
<213> Attificial
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<220>
<223> cebador RCP

<400> 3
tacaggcectt gagegattgt gtaggetgga ge

<210> 4
<211> 33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 4
aacaggcctg ggatgtaacg cactgagaag ccc

<210>5
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400>5
ccggggtace gtcgacctge agec

<210>6
<211> 25
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 6
gaattccgeg agetcggtac cegge

<210>7
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400>7
ccatcgatgg gggtcatgca tcaatactat cccc

<210>8
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 8
gcttcectgt tttaatacct ticgg

<210>9
<211> 40
<212> ADN
<213> Attificial

ES 2369 859 T3

32

33

24

25

34

25
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<220>
<223> cebador RCP

<400>9
aaaacagctg ggaggaatga aataatgagt aaagttacac

<210> 10
<211> 40
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 10
aaaacagctg ttatittgta ccgaataatc tatctccage

<210> 11
<211> 62
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 11
aaaaggatcc aaaaggaggg attaaaatgc cacaatttgg tatattatgt aaaacaccac
ct

<210> 12
<211> 49
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 12
aaatggcgec gegtacttat atgegtctat ttatgtagga tgaaaggta

<210> 13
<211> 42
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 13
aaaggatcca tgcacactca taaatttact gtaggaagtc tg

<210> 14
<211> 51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 14
ggggaggect aaaaaggggg gtcccaaata atatttgeca tagtaaccac ¢

<210> 15

<211> 50
<212> ADN

13

40

40

60
62

49

42

51
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 15
cececttttt aggecteeee tcgaacttat tagaatgatt aagattcegg

<210> 16
<211> 39
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 16
aaaggatcct cattaaattt cctccattit aagectgte

<210> 17
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 17
gtgatataat tttcctttaa atggaggagg atctg

<210> 18
<211> 30
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 18
gccgttaata gacattataa ttccattgge

<210> 19
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 19
gaaticttaa aaatatttgg atcattaagc gg

<210> 20
<211> 32
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 20
gttgtattgg aatcttigtt attatttctc cc

<210> 21

<211> 38
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 21
aaaaggatcc tcctgatcta ttaattcttg atgaacce

<210> 22
<211> 57
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 22

38

ggggaggcct aaaaaggggg attgcataaa taaaaaggge tgaaaaataa atttcag 57

<210> 23
<211> 56
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 23
cccccttttt aggecteccc ttatticatt cctecattgt attttttttc tatttg

<210> 24
<211> 42
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 24
aaaaggatcc gctattatga ataggttaaa taagtcagcet gg

<210> 25
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 25
aatacaagca aagagaatag gctatgtgcc

<210> 26
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 26
aatacaagca aagagaatag gctatgtgcc

<210> 27
<211> 29
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 27
ggcatatgaa gtaacaagag aaatgcagc

<210> 28
<211> 28
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 28
ataatctatc tccagcatct ccaagacc

<210> 29
<211> 35
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 29
aaaaggatcc gcagctttct ggaaggacta cggcg

<210> 30
<211> 46
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 30
ggggaggcct aaaaaggggg catttactta tggtacggtt cacccc

<210> 31
<211> 55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 31

cceccttttt aggecteccc gictitaaaa agtaatttat caaaggcatc aagge

<210> 32
<211> 55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 32

cceccttttt aggecteece gictitaaaa agtaatttat caaaggcatc aagge

<210> 33
<211> 29
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 33
cacattgtca titataaaag tccctaggg

<210> 34
<211> 29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 34
gtagtaattc caacttcaac tctigccac

<210> 35
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 35
cttagaatag ctgatattgc ttgcgg

<210> 36
<211> 25
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador RCP

<400> 36
agcatctctc ttaatgattc tccgg

ES 2369 859 T3
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la sustitucion de una secuencia de ADN diana mediante recombinacién homologa en
Clostridia, que comprende:

- transformar dicha cepa con un vector que comprende:
- un origen de replicacién que permite su replicacién en Clostridia y
- un casete de sustitucién que comprende un primer gen marcador rodeado de dos secuencias homoélogas a
las regiones seleccionadas alrededor de la secuencia de ADN diana, permitiendo la recombinacion del

casete, y

- un segundo gen marcador,

seleccionar las cepas que tienen integrado en su genoma dicho casete, que expresan el primer gen marcador,

seleccionar las cepas que han eliminado dicho vector, que no expresan el segundo gen marcador,
en el que el segundo gen marcador es un marcador de contraseleccion.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el marcador de contraseleccion es un gen que restablece la
actividad de un gen ausente o eliminado no esencial.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 2, en el que el marcador de contraseleccion es el gen upp.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el vector comprende un tercer marcador
que permite una seleccién negativa de cepas que han eliminado dicho vector.

5. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el vector se elimina por digestion con
endonucleasas.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que el vector contiene secuencias de ADN que son reconocidas
por endonucleasas de restricciéon y que estan al mismo tiempo ausentes del genoma de la cepa de Clostridium
utilizada.

7. Procedimiento segun las reivindicaciones 5 6 6, en el que la cepa de Clostridium utilizada contiene en su genoma
por lo menos una endonucleasa, especifica para los sitios de restriccion presentes en el vector, opcionalmente
expresada bajo el control de un activador inducible.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el gen marcador es un gen con
resistencia a los antibiéticos.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el primer gen marcador esta rodeado por
dos sitios diana de recombinasa.

10. Procedimiento segln la reivindicacion 10, en el que el primer gen marcador se elimina por la accién de una
recombinasa una vez se ha producido el episodio de recombinacién homéloga.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 9 6 10, en el que dicha recombinasa es expresada por
un gen transportado por un segundo vector introducido en la cepa.

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que dichos sitios diana de recombinasa son
secuencias FRT, y dicha recombinasa es la FLP recombinasa.

13. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que dichas secuencias homologas a
regiones alrededor de la secuencia de ADN diana comprenden mutaciones hasta en el 10% de los pares de bases
utilizados en el episodio de recombinacién.

14. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que las Clostridia que van a transformarse
son eliminadas por genes que codifican la endonucleasa de restriccién y/o por genes que codifican la ADNasa.

15. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que las Clostridia que van a transformarse
son eliminadas por el gen upp.

16. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que las cepas de Clostridia se seleccionan
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de entre Clostridium acetobutylicum, Clostridium bejeirinckii, Clostridium saccharoperbutylacetonicum, Clostrididum
butylicum, Clostridium butyricum, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Clostridium sporogenes, Clostridium
thermocellum, Clostridirum saccharolyticum (actualmente, Thermoanaerobacter saccharolyticum), Costridium
thermosulfurogenes (actualmente, Thermoanaerobacter thermosulfurigenes), Clostridium thermohydrosulfuricum
(actualmente Thermoanaerobacter ethanolicus).

17. Procedimiento segun la reivindicacion 16, en el que la cepa de Clostridium es Clostridium acetobutylicum vy la
cepa es A cac15 y/o A upp.

18. Procedimiento para sustitucion de dos o mas genes diana por recombinacién homologa en una misma cepa de
Clostridium, en el que el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 se lleva a cabo
sucesivamente dos o0 mas veces.

19. Vector de transformacion para la sustitucion de una secuencia de ADN diana por recombinacién homologa en
Clostridia, que comprende:

- un origen de replicacion que permite su replicacién en Clostridia, y

- un casete de sustitucion que comprende un primer gen marcador rodeado por dos secuencias homologas a las
regiones seleccionadas alrededor de la secuencia de ADN diana, permitiendo la recombinacién del casete, y

- un segundo gen marcador,
en el que el segundo gen marcador es un marcador de contraseleccion.

20. Vector segun la reivindicacion 19, en el que el marcador de contraseleccién es un gen que restablece la actividad
de un gen ausente o eliminado no esencial.

21. Vector segun la reivindicacion 20, en el que el marcador de contraseleccién es el gen upp.

22. Vector segun cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21, en el que el vector comprende un tercer marcador que
permite una seleccién negativa de cepas que han eliminado dicho vector.

28. Vector segun cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22, en el que el vector alberga secuencias de ADN que son
reconocidas por endonucleasas de restriccién y que al mismo tiempo estan ausentes del genoma de la cepa de
Clostridium utilizada.

24.Vector segun cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23, en el que el primer gen marcador es un gen con
resistencia a los antibiéticos.

25. Vector segun cualquiera de las reivindicaciones 19 a 24, en el que el primer gen marcador estéa rodeado por dos
sitios diana de recombinasa.

26. Vector segun la reivindicacién 25, en el que dichos sitios diana de recombinasa son secuencias FRT, y dicha
recombinasa es la FLP recombinasa.

19



ES 2369 859 T3

FRT
Stul(1815)

Figura 1

Bam HI {(234%)

Eco RI (2342)

~ Eco RI (1441)

replL

Figura 2

20



ES 2369 859 T3

_ori pSOL1

Figura 3

UPP - ?-
. 3947 pb | Ecort

Figura 4

21



ES 2369 859 T3

SalI (1)

Sall (1586)
‘replL

Figura 5

22



ES 2369 859 T3

clo X cloy cloZ

o 4
-— -—
— \\\\»“—’

®

Stul BamHI

D D’

BamHI - ®&/”I\ -cat
N \
clo X § ;
% pREP cloY
RT N\, /-
F &N \G‘Aﬁ\@@ BamHI
MLS® -
FRT
E-F-G-H Figura 6 E-F-G-H

23



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

