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DESCRIPCION
Microorganismos recombinantes y sus métodos de uso
Referencia cruzada a una solicitud relacionada
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a marcadores de seleccion de uso en la preparacion de Clostridium spp.
recombinante.

Antecedentes de la invencion

Se conocen procedimientos para producir organismos recombinantes. Por lo general, implican la transformacion de
un organismo con un vector de acido nucleico exdgeno, que puede integrarse con el genoma del huésped o
permanecer en un estado estable independiente (por ejemplo, extracromosémico).

La integracion de un acido nucleico exdégeno en el genoma del huésped implica un evento de doble
entrecruzamiento entre el vector y un acido nucleico enddégeno. La recombinacién de doble entrecruzamiento se
produce a frecuencias que son demasiado bajas para identificar, de manera confiable, los integrantes solo por
casualidad. Por lo tanto, cualquier medio para seleccionar uno o ambos entrecruzamientos tiene un gran beneficio
en la frecuencia de identificacién, tanto en tiempo como en mano de obra.

Se conocen marcadores de seleccion de uso en la deteccion de eventos de recombinacion. Dichos marcadores son
tipicamente secuencias codificantes de proteinas que confieren una ventaja selectiva (seleccion positiva) o
desventaja (contra-seleccion) frente a un organismo huésped. Se conocen una serie de marcadores de seleccion
positiva y de contra-seleccion que pueden ser utiles en la deteccidon de organismos en los que se ha producido un
evento de recombinacién deseado. Un marcador de seleccién positiva generalmente comprende un gen que, cuando
se expresa, permite que un organismo sobreviva en un entorno de crecimiento particular. Un marcador de contra-
seleccion tipicamente comprende un gen que, cuando se expresa, produce una toxina que es letal para un
organismo.

En bacterias distintas a Clostridia, hay una gran cantidad de marcadores de contra-selecciéon disponibles, pero
desafortunadamente, ya sea por razones fisiolégicas o genéticas, la gran mayoria no funciona en Clostridia.

Un objeto de la invencién es superar una o mas de las desventajas de la técnica anterior o, al menos, proporcionar
al publico una opcioén util.

Sumario de la invenciéon

En un primer aspecto, la invencién proporciona el uso de ThiK y/o PheS como marcador de contra-seleccion en un
método para producir un microorganismo recombinante a partir de un microorganismo progenitor, en donde el
microorganismo progenitor es una especie de Clostridium, y en donde PheS incluye al menos una alteracion en
comparacién con una PheS natural, de modo que, con el uso de fenilalanina ARNt sintetasa, sea capaz de
aminoacilar ARNt utilizando un analogo de fenilalanina.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona el uso de un acido nucleico que codifica ThiK y/o PheS en un
plasmido de uso en la produccién de un microorganismo recombinante a partir de un microorganismo progenitor, en
donde el microorganismo progenitor es una especie de Clostridium, y en donde PheS incluye al menos una
alteraciéon en comparacién con una PheS natural, de modo que, con el uso de fenilalanina ARNt sintetasa, sea capaz
de aminoacilar ARNt utilizando un analogo de fenilalanina.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona el uso de un plasmido que comprende un acido nucleico que codifica
ThiK y/o PheS para producir un microorganismo recombinante a partir de un microorganismo progenitor, en donde el
microorganismo progenitor es una especie de Clostridium, y en donde PheS incluye al menos una alteracion en
comparacioén con una PheS natural, de manera tal que, con su uso, la fenilalanina ARNt sintetasa sea capaz de
aminoacilar ARNt utilizando un analogo de fenilalanina.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona un método para la produccién de un microorganismo recombinante a
partir de un microorganismo progenitor, comprendiendo el método al menos las etapas de:

a) transformar un microorganismo progenitor con un plasmido que comprende:

1. al menos una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un marcador de contra-seleccion elegido del
grupo que consiste en PheS y ThiK, en donde PheS incluye, al menos, una alteracion en comparacién con una PheS
natural tal que en el uso de fenilalanina ARNt sintetasa sea capaz de aminoacilar ARNt utilizando un analogo de
fenilalanina;

2. al menos una secuencia de acido nucleico que codifica, al menos, un marcador de seleccion positiva; y,
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3. dos secuencias de acido nucleico homoélogas a las regiones seleccionadas alrededor de una ubicacion objetivo
dentro del genoma del microorganismo progenitor, que permiten la recombinacion del plasmido con el genoma del
microorganismo progenitor;

b) seleccionar uno o mas microorganismos que expresen al menos un marcador de seleccion positiva; y,
c) seleccionar uno o mas microorganismos que no expresen al menos un marcador de contra-seleccion.

En una realizacion, los pasos de seleccion b) y c) se llevan a cabo simultaneamente. En otra realizacion, los pasos
de seleccion b) y c) se realizan secuencialmente.

En una realizacion, el plasmido comprende, ademas, al menos, una secuencia de acido nucleico de interés para
insertarse en el genoma progenitor.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona un acido nucleico que codifica un PheS, en el que el PheS se altera
en comparacién con un PheS natural, de modo que en el uso de fenilalanina tRNA sintetasa sea capaz de
aminoacilar el ARNt usando un analogo de fenilalanina, y en el que la PheS natural se derive de un Clostridium spp
0 sea una variante funcionalmente equivalente de ésta.

En un quinto aspecto, la invenciéon proporciona un vector de acido nucleico que comprende un acido nucleico de
acuerdo con el cuarto aspecto de la invenciéon. En una realizacién, el vector es un plasmido.

En una realizacion, el vector es un plasmido y también comprende uno o mas de:
a. al menos una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un marcador de seleccion positiva; vy,

b. dos secuencias de acido nucleico homologas a regiones seleccionadas alrededor de una ubicacién objetivo dentro
del genoma de un microorganismo progenitor, que permiten la recombinacion del plasmido con el genoma del
microorganismo progenitor.

En una realizacion, el plasmido comprende ademas al menos una secuencia de acido nucleico de interés que se
desea insertar en el genoma de un microorganismo progenitor.

En un sexto aspecto, la invencion proporciona un PheS, en el que el PheS comprende una o mas alteraciones en
comparaciéon con un PheS natural, de modo que, con el uso de fenilalanina tRNA sintetasa, sea capaz de
aminoacilar el ARNt usando un analogo de fenilalanina, y en el que el PheS natural se derive de un Clostridium spp
0 sea una variacion funcionalmente equivalente de ésta.

En un séptimo aspecto, la invenciéon proporciona una célula que comprende un acido nucleico de acuerdo con el
cuarto aspecto de la invencion, un vector de acuerdo con el quinto aspecto de la invencion y/o un PheS de acuerdo
con el sexto aspecto de la invencion.

En una realizacion de los aspectos anteriores de la invencion, la PheS natural y/o el acido nucleico natural que
codifica PheS se deriva de una Clostridium spp o es una variante funcionalmente equivalente de ésta.

En una realizacion de los aspectos anteriores y las realizaciones de la invencion, la al menos una alteracion en
PheS, en comparacion con una natural, incluye una o mas sustituciones, deleciones y/o adiciones de aminoacidos.

En una realizacion particular de los aspectos y realizaciones anteriores de la invencion, la al menos una alteracion
en PheS esta localizada dentro del sitio de especificidad del sustrato. En una realizacion, el sitio de especificidad de
sustrato se localiza entre los aminoacidos 306 y 313 leidos con relacion a la posicion de aminoacidos de PheS
natural de C. autoethanogenum (SEQ ID 21). En una realizacion, la al menos una alteracién es una sustitucion de
aminoacido en la posiciéon 311. En una realizacion, la al menos una alteracion es la sustitucion de Cys por Gly en el
aminoacido 311.

En una realizacion de los aspectos y realizaciones anteriores de la invencion, la PheS se deriva de Clostridium
autoethanogenum o es una variante funcionalmente equivalente de la misma.

En una realizacion de los aspectos y realizaciones anteriores de la invencion, la PheS alternada comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N° 21.

En una realizacion de los aspectos y realizaciones anteriores de la invencion, el acido nucleico que codifica PheS
que incluye al menos una alteracion en comparacion con una PheS natural, comprende al menos una alteracion en
comparacion con un acido nucleico que codifica una PheS natural. En una realizacion, la al menos una alteracion en
un acido nucleico que codifica PheS incluye una o mas sustituciones, deleciones y/o adiciones de nucledtidos. En
una realizacion, la una o mas alteraciones en la secuencia de acido nucleico esta localizada dentro de una region del
acido nucleico que codifica el sitio de especificidad de sustrato de PheS. En una realizacion, la region de un acido
nucleico que codifica el sitio de especificidad de sustrato se localiza entre las bases 918 y 939, leida con relacién a
la posicion de nucledtido del gen que codifica PheS natural de C. autoethanogenum (SEQ ID 12). En una
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realizacion, la al menos una alteracion es una sustitucion de nucleétido en la base 932. En una realizacién, la al
menos una alteracion es la sustitucion de C por G en la base 932.

En una realizacion de los aspectos y realizaciones anteriores de la invencion, el acido nucleico que codifica PheS se
deriva de Clostridium autoethanogenum o es una variante funcionalmente equivalente de ésta.

En una realizacion de los aspectos y realizaciones anteriores de la invencion, el acido nucleico que codifica PheS
alterado comprende la secuencia de la SEQ ID N° 14.

En una realizacién de los aspectos y realizaciones anteriores de la invencion, el analogo de fenilalanina se elige
entre clorofenilalanina, fluorofenilalanina y bromofenilalanina. En una realizacion particular, el analogo de la
fenilalanina se elige entre la DL-4-clorofenilalanina y la p-clorofenilalanina, p-fluoro-L-fenilalanina, p-fluoro-DL-
fenilalanina, p-bromo-L-fenilalanina.

En una realizacion de los aspectos y realizaciones anteriores de la invencion, el ThiK y/o el acido nucleico que
codifica ThiK proviene del Virus del Herpes Simple 1 o Virus del Herpes Simple 2 (VHS-TK), VZV, CMV, HHV7,
HHV7, HHV8, EBV o es una variante funcionalmente equivalente de uno o mas de estos.

Breve descripcion de las figuras

Estos y otros aspectos de la presente invencion, que deben considerarse en todos sus aspectos novedosos, se
haran evidentes a partir de la siguiente descripcion, que se ofrece a modo de ejemplo solamente, con referencia a
las figuras adjuntas, en las que:

Figura 1: Muestra el mapa del plasmido pMTL83155-HSV-tk

Figura 2: Muestra la amplificacion por PCR de un fragmento de ~1,5 kb que abarca el replicon gram positivo y el
marcador catP en pMTL83155 y pMTL83155-Hsv-tk (h1 y h2) en transformantes de C. autoethanogenum.

Se utilizd C. autoethanogenum (C) no modificado como control. Se analizaron 2 colonias de LZ-pMTL83155 (P1y
P2) y LZ-pMTL83155-Hsv-tk (h1 y h2).

Figura 3: Muestra la alineacion de la secuencia de nucleoétidos traducida por pares de pheS de E. coli MG1655 (Seq
ID 13) y C. autoethanogenum con la supuesta region de especificidad de sustrato en negrita y subrayada.

Figura 4: Muestra el mapa del plasmido pMTL85151-p/zeS*
Figura 5: Muestra un mapa representativo de un plasmido que comprende HSV-tk.
Figura 6: Muestra un mapa representativo de un plasmido que comprende pheS.

Figura 7: Muestra los resultados de la electroforesis en gel de agarosa TAE de la seleccion por PCR con AM041 y
AMO042. El carril 1 contiene la escalera GeneRuler 1kb (Thermo). El carril 2 contiene PCR sin plantilla afiadida. El
carril 3 PCR con ADN gendmico de C. autoethanogenum natural como plantilla que muestra el tamafio esperado del
producto natural (3137 pb). Los carriles 4-7 contienen PCR con colonias resistentes a p-clorofenilalanina y
tiamfenicol como plantilla. El carril 6 muestra un producto de PCR del tamario esperado (3570 pb) para el reemplazo
exitoso del doble entrecruzamiento del gen nativo de butanodiol deshidrogenasa con el gen de butanodiol
deshidrogenasa de K. pneumonia.

Figura 8: Mapa genético que muestra los sitios dianas del intron (211s, 287a, 388a, 400s, 433s y 552a). También se
muestran los sitios de unién del cebador (flechas inferiores, horizontales).

Figura 9A -9C: Confirmacioén de las inserciones del intron del grupo Il. Fig. 9A: 433s y 388a (banda débil), Fig. 9B:
211sy 287a. Fig. 9C: 287ay 433

Breve descripcion de la informacion de la secuencia

Antes de las figuras mostradas en este documento en adelante, la memoria descriptiva incluye detalles de las
secuencias de acidos nucleicos y polipéptidos relevantes para la invencién. Se proporcionan las siguientes
secuencias:

Seq. ID.1: Secuencia de acido nucleico de pMK-RQ-Hsv-tk
Seq. ID.2: Secuencia de acido nucleico de pMTL83155-Hsv-tk
Seq. ID.3: Secuencia de acido nucleico de pMTL83155

Seq. ID.4: Secuencia de acido nucleico del cebador repHf

Seq. ID.5: Secuencia de acido nucleico del cebador catr
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Seq. ID.6: Secuencia de acido nucleico del cebador fD1

Seq. ID.7: Secuencia de acido nucleico del cebador rP2

Seq. ID.8: Secuencia de acido nucleico rRNA 16s de LZ-pMTL83155-1 obtenida usando el cebador rP2

Seq. ID.9: Secuencia de acido nucleico rRNA 16s de LZ-pMTL83155-2 obtenida usando el cebador rP2

Seq. ID.10: Secuencia de acido nucleico rRNA 16s de LZ-pMTL83155-hsv-tk-1 obtenida usando el cebador rP2
Seq. ID.11: Secuencia de acido nucleico rRNA 16s de LZ-pMTL83155-hsv-tk-2 obtenida usando el cebador rP2
Seq. ID.12: Secuencia de acido nucleico que codifica pheS de C. autoethanogenum

Seq. ID.13: Secuencia de acido nucleico que codifica pheS de E. coli MG1655

Seq. ID.14: Secuencia de acido nucleico que codifica pheS* alterado de C. autoethanogenum

Seq. ID.15: Secuencia de cebador directo utilizada para confirmar la presencia del plasmido PheS — M13F
Seq. ID.16: Secuencia de cebador inverso utilizada para confirmar la presencia del plasmido PheS - M13R
Seq. ID.17: Promotor sintético PpheS*

Seq. ID.18: Secuencia de nucledtidos de pMTL85151pheS*

Seq. ID. 19: Secuencia de acido nucleico que codifica HSV-TK del virus del herpes 1 humano (virus del herpes
simple tipo 1)

Seq. ID. 20: Secuencia de aminoacidos de PheS de E. coli MG1655
Seq. ID. 21: Secuencia de aminoacidos de PheS de C. autoethanogenum

Seq. ID. 22: Secuencia de acido nucleico que codifica ThiK del virus del herpes 1 humano (virus del herpes simple
tipo 1)

Seq. ID. 23: Secuencia de acido nucleico que codifica CatP de Clostridium perfringens
Seq. ID. 24: Secuencia de acido nucleico que codifica ErmB de Peptoclostridium difficile
Seq. ID. 25: Secuencia de acido nucleico que codifica TetA de Escherichia coli

Seq ID 26: Secuencia de acido nucleico del casete de PheS* y ColE1 con el producto de la PCR traJ para el montaje
de pPheS*-ErmB

Seq ID 27: Secuencia de acido nucleico del producto de la PCR del fragmento pPheS para el ensamblaje de
pPheS*-CaBDHXXKpBDH (Ejemplo 2)

Seq ID 30: Secuencia de acido nucleico del producto de la PCR del origen de replicacion pCB102 utilizado para el
ensamblaje de pPheS*-ErmB

Seq ID 33: Secuencia de acido nucleico del producto de la PCR del casete de la resistencia a la eritromicina utilizado
para el ensamblaje de pPheS*-ErmB

Seq ID 36: Secuencia de acido nucleico de la plantilla pPhes-ErmB para la amplificacién del plasmido principal para
el ensamblaje de pPheS-CaBDHXXKpBDH

Seq ID 39: Secuencia de acido nucleico del producto de PCR del brazo de homologia anterior para el ensamblaje de
pPheS-CaBDHXXKpBDH

Seq ID 42: Secuencia de acido nucleico del producto de la PCR del gen de K. pneumoniae butanodiol
deshidrogenasa para el ensamblaje de pPheS-CaBDHXXKpBDH

Seq ID 45: Secuencia de acido nucleico del producto de la PCR del casete de cloranfenicol acetiltransferasa para el
ensamblaje de pPheS-CaBDHXXKpBDH

Seq ID 48: Secuencia de acido nucleico del producto de la PCR del brazo de homologia posterior para el ensamblaje
de pPheS*-CaBDHXXKpBDH

Seq ID 53: Secuencia de aminoacidos de pheS* alterado de C. autoethanogenum
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Seq ID 54: Secuencia de aminoacidos del virus del herpes humano 1 (virus del herpes simple tipo 1)

Seq ID 55: Secuencia de acido nucleico de alcohol deshidrogenasa primaria:secundaria de C. autoethanogenum
Seq ID 56: Region de reconocimiento del intron

Seq ID 57: Secuencia del cebador para 156F

Seq ID 58: Secuencia del cebador para 939R

Otras secuencias de relevancia para la invencion se describen en otra parte en este documento. Por ejemplo, véase
la Tabla 3 en el Ejemplo 2.

Descripcion detallada de la invencién

Lo siguiente es una descripcion de la presente invencion, que incluye realizaciones preferidas de la misma, dadas en
términos generales. La invencion se explica adicionalmente a partir de la descripcién dada bajo el encabezado
"Ejemplos" a continuacion en el presente documento, que proporciona datos experimentales que respaldan la
invencion, ejemplos especificos de diversos aspectos de la invenciéon y medios para realizar la invencion.

La produccién de microorganismos recombinantes puede implicar la introduccién de un acido nucleico exdégeno en
un microorganismo progenitor, con un evento de recombinacién de doble entrecruzamiento que ocurra entre el acido
nucleico exdgeno y el genoma del microorganismo, de modo que se pueda introducir al menos una alteracion
genética deseada en el genoma. La recombinacion de doble entrecruzamiento se produce en frecuencias que
normalmente son demasiado bajas para identificar de manera confiable los integrantes solo por casualidad. Por lo
tanto, los inventores creen que un medio para seleccionar uno o ambos entrecruzamientos tiene un gran beneficio
en la frecuencia de identificacién tanto en tiempo como en mano de obra. Los inventores han observado en su
laboratorio que la frecuencia de recombinacidon de un solo entrecruzamiento, aunque baja, se puede encontrar al
seleccionar un numero apropiado de colonias, sin embargo, este no ha sido el caso con el segundo evento de
entrecruzamiento. La presente invencion proporciona un medio para seleccionar el segundo evento mediante una
contra-seleccion frente a un producto génico letal de la condicidon presente en el acido nucleico exdgeno introducido
en el microorganismo progenitor. Esto significa que en cualquier microorganismo en el que solo haya ocurrido un
evento de entrecruzamiento Unico en presencia de un agente de contra-seleccion, la expresion del producto genético
letal de la condicion, matara cualquier célula que no haya sufrido el evento de entrecruzamiento secundario y haya
liberado el gen que contiene el acido nucleico que codifica el marcador de contra-seleccion.

Se conocen marcadores de contra-seleccion. Sin embargo, no son necesariamente transferibles para su uso en
diferentes géneros de bacterias. Desafortunadamente, ya sea por razones fisiolégicas o genéticas, la gran mayoria
no trabaja en Clostridia. Los inventores han identificado sorprendentemente que ThiK y una version alterada de
PheS pueden usarse como marcadores de contra-seleccion en Clostridium spp.

Definiciones

Los "acidos nucleicos exdgenos" son acidos nucleicos que se originan fuera del microorganismo en el que se
introducen. Los acidos nucleicos exégenos pueden derivarse de cualquier fuente apropiada, incluidos, entre otros, el
microorganismo en el que se van a introducir, las cepas o especies de organismos que difieren del organismo en el
que se van a introducir, o pueden ser creados artificial o recombinantemente.

Una "modificacion genética" debe tomarse ampliamente y se pretende que incluya, por ejemplo, la introduccion de
una mutacioén en un sitio genético, agregando o eliminando del genoma uno o mas nucleoétidos, la sustitucion de uno
0 mas nucledtidos con diferentes nucleétidos, la sustitucion de un gen, la eliminacién de un gen, la adiciéon de un gen
y similares.

En el presente documento se puede hacer referencia a una "PheS alterada", una "PheS que esta alterada" o una
PheS que incluye una o mas o al menos una "alteraciéon" en comparacion con una PheS natural tal que, en su uso, la
fenilalanina ARNt sintetasa puede aminoacilar el ARNt utilizando un analogo de fenilalanina. Una "alteracion" debe
considerarse ampliamente e incluye, por ejemplo, uno o una combinacion de sustitucion de uno o mas aminoacidos,
la eliminacion de uno o mas aminoacidos y/o la adiciéon de uno o mas aminoacidos en comparacion con un PheS
original. Un PheS "alterado" también puede incluir una o mas alteraciones ademas de las que permiten a la
fenilalanina ARNt sintetasa aminoacilar ARNt utilizando un analogo de fenilalanina, siempre que aldn sea capaz de
realizar sustancialmente su funcién deseada.

Se puede hacer referencia en este documento a un acido nucleico que codifique una PheS que comprenda una o
mas alteraciones en comparacién con un acido nucleico que codifique una PheS natural. Una "alteracion" debe
considerarse ampliamente e incluye, por ejemplo, uno o una combinacién de sustitucion de uno o mas nucledtidos,
eliminacion de uno o mas nucledtidos, y/o adicion de uno o mas nucledtidos en comparacion con un acido nucleico
que codifique un PheS original. El acido nucleico también puede incluir una o mas alteraciones ademas de las que
permiten a la fenilalanina ARNt sintetasa aminoacilar el ARNt utilizando un analogo de fenilalanina, siempre que la
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PheS aun pueda realizar sustancialmente su funcién deseada.

Una o mas alteraciones de PheS o un acido nucleico que codifica PheS se pueden describir en este documento con
referencia a una region especifica o posicion de aminoacidos o nucleétidos en un PheS natural (o acido nucleico que
codifica el mismo) de un organismo especifico. Se apreciara que la ubicacién precisa de una region particular,
aminoacido o nucledtido puede variar ligeramente de un PheS o acido nucleico que codifica PheS a otro, por
ejemplo, en diferentes cepas o especies de organismos. Para tener en cuenta esta variacion, donde la ubicacion de
una region especifica, nucleétido o aminoacido se menciona en este documento, se describe como "leida en relacion
con" o "leida con relacién a" la posicion de aminoacidos de PheS natural de C. autoethanogenum (SEQ ID No. 21) (o
al Phe-S natural de C. ljungdahli DSM13528 (GenBank: ADK16487.1)) o la posicion del nucledtido del acido
nucleico que codifica PheS de C. autoethanogenum (SEQ ID 12 en este documento) (o al Phe-S natural de C.
ljungdahlii DSM13528 (GenBank: ADK16487.1), en donde el aminoacido de la primera posicion en la SEQ ID 21 (o
ADK16487.1) y el primer nucleétido en la SEQ ID 12 (o ADK16487.1) son la posicion 1. Dichas frases deben
tomarse de manera amplia y estan destinadas a abarcar regiones equivalentes, aminoacidos o nucleétidos en otras
proteinas PheS (o acidos nucleicos que codifican las mismas), aunque puedan estar en una ubicacion diferente. Los
expertos en la materia a los que se refiere la invenciéon podran identificar facilmente la ubicacién o posicién de una
region particular, aminoacido o nucleétido en un PheS particular o acido nucleico que codifica a través de la
alineacion de secuencia rutinaria y con la informacién contenida en este documento.

La referencia a una region particular de un PheS o acido nucleico "entre" dos aminoacidos o nucledtidos particulares
debe tomarse como una regién que comprende dichos nucleétidos o aminoacidos. En otras palabras, la region
incluye los nucledtidos terminales o aminoacidos referidos. Por ejemplo, un sitio especifico de sustrato entre los
aminoacidos en la posicion 306 y 313 incluye los aminoacidos presentes en las posiciones 306 y 313.

La expresion "analogo de fenilalanina" debe tomarse de manera amplia e incluye un analogo o derivado de
fenilalanina que puede incorporarse a péptidos y proteinas en lugar de fenilalanina, lo que resulta en cierta toxicidad
para un microorganismo. En una realizacion, el analogo de fenilalanina se elige entre clorofenilalanina,
fluorofenilalanina y bromofenilalanina. En una realizacion particular, el analogo de fenilalanina se elige entre DL-4-
clorofenilalanina y p-clorofenilalanina, p-fluoro-L-fenilalanina, p-fluoro-DL-fenilalanina, p-bromo-L-fenilalanina. Las
personas expertas pueden apreciar facilmente otros analogos de fenilalanina de uso en la invencion.

Se puede hacer referencia en este documento a un vector de acido nucleico que incluya una "secuencia de acido
nucleico de interés" o frases similares. Dichas frases deben tomarse de forma amplia e incluir uno o mas
nucledtidos, genes, promotores, secuencias reguladoras, otros elementos genéticos y pueden ser codificantes o no
codificantes. Puede incluir una secuencia de nucledtidos que esté disefiada para introducir una o mas
modificaciones genéticas en una o mas ubicaciones diana en el genoma del huésped, incluida una o una
combinacién de una eliminacion, adicion o sustitucion de uno o mas nucleétidos. En algunas realizaciones, la
secuencia de acido nucleico o acido nucleico de interés puede disefiarse para eliminar un gen presente en el
genoma del microorganismo progenitor.

Las expresiones "ubicacion diana" y "secuencia de acido nucleico diana", como se usan en este documento, deben
tomarse de manera amplia para incluir cualquier sitio, region o secuencia de nucleétidos en un genoma progenitor o
huésped donde se desee introducir una o mas modificaciones genéticas (incluida la insercién, supresion y/o
sustitucion de uno o mas nucledtidos), e incluye un gen, una region intergénica, un promotor y/o una secuencia
reguladora de interés, por ejemplo.

Se puede hacer referencia en el presente documento a un vector de la invencidon que incluya "dos secuencias de
acido nucleico homologas a las regiones seleccionadas alrededor de una ubicacion diana "dentro del genoma de un
microorganismo progenitor". Dichas secuencias de acido nucleico también pueden denominarse en el presente
documento como "brazos de homologia".

Se puede hacer referencia en este documento a proteinas (PheS y/o ThiK) o acidos nucleicos que codifican tales
proteinas que son "de" o "derivadas de" un organismo particular. Esto debe tomarse en términos generales para
significar que la proteina o el acido nucleico tiene la secuencia de la proteina relevante o el acido nucleico que
codifica la proteina relevante en ese organismo. No debe entenderse que significa que la proteina o el acido nucleico
se han extraido fisicamente de ese organismo. Dichas proteinas y acidos nucleicos pueden prepararse usando
sintesis quimica y similares, por ejemplo.

Un "microorganismo progenitor" es un microorganismo utilizado para generar un microorganismo recombinante de
acuerdo con la invenciéon. En una realizacion, el microorganismo progenitor puede ser uno que se produzca en la
naturaleza (es decir, un microorganismo natural) o uno que se haya modificado previamente (un microorganismo
genéticamente modificado o recombinante). De acuerdo con la presente invencién, un "microorganismo progenitor”
es un Clostridium spp.

Las personas capacitadas podran identificar facilmente a los microorganismos de uso en la invencion de Clostridium
ssp. Sin embargo, a modo de ejemplo, el grupo puede incluir: Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdabhlii,
Clostridium ragsdalei, Clostridium carboxidivorans, Clostridium drakei, Clostridium scatologenes, Clostridium
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aceticum, Clostridium formicoaceticum, Clostridium magnum, Clostridium coskatii, Clostridium acetobutylicum,
Clostridium beijerinckii, Clostridium sacharoperbutylacetonicum, Clostridium saccharobutylicum, Clostridium
thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridium phytofermentans, Clostridium pasterianum, Clostridium kluyveri,
Clostridium difficile, Clostridium botulinum, Clostridium sporogenes, Clostridium perfringens, Clostridium
acetobutylicum,  Clostridium  acidisoli,  Clostridium  aciditolerans,  Clostridium  acidurici,  Clostridium
aerotolerans,Clostridium akagii, Clostridium aldenense, Clostridium algidicarnis, Clostridium algidixylanolyticum,
Clostridium alkalicellulosi, Clostridium aminovalericum, Clostridium amygdalinum, Clostridium arcticum, Clostridium
argentinense,Clostridium aurantibutyricum, Clostridium baratii, Clostridium botulinum, Clostridium bowmanii,
Clostridium butyricum,Clostridium beijerinckii, Clostridium cadaveris, Clostridium caminithermale, Clostridium
carboxidivorans, Clostridium carnis, Clostridium celatum, Clostridium celerecrescens, Clostridium cellulolyticum,
Clostridium cellulosi, Clostridium chartatabidum, Clostridium clostridioforme, Clostridium coccoides, Clostridium
cochlearium, Clostridium cocleatum, Clostridium colinum, Peptoclostridium difficile, Clostridium diolis, Clostridium
disporicum, Clostridium drakei, Clostridium durum, Clostridium esterteticum, Clostridium fallax, Clostridium felsineum,
Clostridium ervidum, Clostridium fimetarium,Clostridium formicaceticum, Clostridium ghonii, Clostridium glycolicum,
Clostridium glycyrrhizinilyticum, Clostridium haemolyticum, Clostridium halophilum, Clostridium tetani, Clostridium
perfringens, Clostridium phytofermentans, Clostridium piliforme, Clostridium polysaccharolyticum, Clostridium
populeti, Clostridium propionicum, Clostridium proteoclasticum,Clostridium proteolyticum, Clostridium psychrophilum,
Clostridium puniceum, Clostridium puri, Clostridium putrefaciens, Clostridium putrificum, Clostridium quercicolum,
Clostridium quinii, Clostridium ramosum, Clostridium roseum, Clostridium saccharobutylicum, Clostridium
saccharolyticum, Clostridium saccharoperbutylacetonicum, Clostridium sardiniense, Clostridium stercorarium,
Clostridium sticklandii, Clostridium paradoxum, Clostridium paraperfringens, Clostridium paraputrificum, Clostridium
pascui, Clostridium pasteurianum, Clostridium novyi, Clostridium septicum, Clostridium histolyticum, Clostridium
hydroxybenzoicum, Clostridium hylemonae, Clostridium innocuum, Clostridium  kluyveri, Clostridium
lactatifermentans, Clostridium lacusfiyxellense, Clostridium laramiense, Clostridium lentocellum, Clostridium
lentoputrescens, Clostridium methoxybenzovorans, Clostridium methylpentosum, Clostridium nitrophenolicum,
Clostridium novyi, Clostridium oceanicum, Clostridium oroticum, Clostridium oxalicum, Clostridium tertium,
Clostridium tetani, Clostridium tetanomorphum, Clostridium thermaceticum, Clostridium thermautotrophicum,
Clostridium thermoalcaliphilum, Clostridium thermobutyricum, Clostridium thermocellum, Clostridium thermocopriae,
Clostridium thermohydrosulfuricum, Clostridium thermolacticum, Clostridium thermopalmarium, Clostridium
thermopapyrolyticum, Clostridium thermosaccharolyticum, Clostridium thermosulfiirigenes, Clostridium tyrobutyricum,
Clostridium uliginosum, Clostridium ultunense, Clostridium villosum, Clostridium viride, Clostridium xylanolyticum,
Clostridium xylanovorans, Clostridium bifermentans, y Clostridium sporogenes.

En una realizacion particular, el organismo progenitor se selecciona de un grupo de Clostridium spp acetogénico. En
una realizaciéon particular, el microorganismo progenitor se selecciona del grupo de organismos carboxidotréficos
acetogénicos que comprenden las especies Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium
ragsdalei, Clostridium carboxidivorans, Clostridium drakei, Clostridium scatologenes, Clostridium aceticum,
Clostridium formicoaceticum, Clostridium magnum, y Clostridium coskatii.

En una realizacion, el microorganismo progenitor se selecciona de un grupo de clostridios carboxidotréficos que
comprenden la especie C. autoethanogenum, C. ljungdahlii y "C. ragsdalei" y aislados relacionados. Estos incluyen,
entre otros, las cepas C. autoethanogenum JAI-1T (DSM10061) (Abrini, Naveau y Nyns, 1994), C. autoethanogenum
LBS1560 (DSM19630) (documento WO/2009/064200), C. autoethanogenum LBS1561 (DSM23693), C. ljungdahlii
PETCT (DSM13528 = ATCC 55383) (Tanner, Miller y Yang, 1993), C. ljungdahlii ERI-2 (ATCC 55380) (patente de
EE. UU. 5.593.886), C. ljungdahlii C-01 (ATCC 55988) (patente de EE. UU. 6.368.819), C. ljungdahlii O-52 (ATCC
55989) (patente de EE. UU. 6.368.819), o "C ragsdalei P11™ (ATCC BAA-622) (documento WO 2008/028055), y
aislados relacionados como "C. coskatii" (patente de EE.UU. 2011/0229947), y sus cepas mutantes como C.
ljungdahlii OTA-1 (Tirado-Acevedo O. “Production of Bioethanol from Synthesis Gas Using Clostridium ljungdahlii”.
Tesis doctoral, North Carolina State University, 2010).

Estas cepas forman un subgrupo dentro del cluster | de ARNr clostridial (Collins et al., 1994), con al menos un 99%
de identidad en el nivel del gen 16S ARNr, aunque son especies distintas segun lo determinado por la reasociacion
de ADN-ADN vy los experimentos de huellas dactilares de ADN (documento WO 2008/028055, patente de EE.UU.
2011/0229947).

Las cepas de este grupo se definen por caracteristicas comunes, que tienen un genotipo y un fenotipo similares, y
todas comparten el mismo modo de conservacion de energia y metabolismo fermentativo. Las cepas de este grupo
carecen de citocromos y conservan energia a través de un complejo Rnf.

Todas las cepas de este grupo tienen un tamafio de genoma de aproximadamente 4,2 MBp (Kdpke et al., 2010) y
una composicion de GC de alrededor del 32% en moles (Abrini et al., 1994; Kopke et al., 2010; Tanner et al., 1993)
(documento WO 2008/028055; patente de EE.UU. 2011/0229947), y se conservaron los operones de genes clave
esenciales que codificaban para las enzimas de la ruta Wood-Ljungdahl (mondxido de carbono deshidrogenasa,
formil-tetrahidrofolato  sintetasa, metilen-tetrahidrofolato deshidrogenasa, formil-tetrahidrofolato-ciclohidrolasa,
metilen-tetrahidrofolato reductasa, formil-tetrahidrofolato ciclohidrolasa, metilentetrahidrofolato reductasa, y
monoxido de carbono deshidrogenasa/acetil-CoA sintasa), hidrogenasa, formato deshidrogenasa, complejo Rnf
(rnfCDGEAB), piruvato:ferredoxina oxidoreductasa, aldehido:ferredoxina oxidoreductasa (Kopke et al., 2010, 2011).
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Se ha encontrado que la organizacion y el ndmero de genes de la ruta Wood-Ljungdahl, responsables de la
captacion de gas, son iguales en todas las especies, a pesar de las diferencias en las secuencias de aminoacidos y
acidos nucleicos (Kopke et al., 2011).

Las cepas del grupo tienen una morfologia y tamafio similares (las células de crecimiento logaritmico estan entre
0,5-0,7 x 3-5 ym), son mesofilicas (temperatura de crecimiento éptima entre 30-37°C) y estrictamente anaerobias
(Abrini et al, 1994; Tanner et al, 1993) (documento WO 2008/028055). Ademas, todas comparten las mismas
caracteristicas filogenéticas principales, como el mismo rango de pH (pH 4-7,5, con un pH inicial 6ptimo de 5,5-6),
un fuerte crecimiento autétrofo en gases que contienen CO con tasas de crecimiento similares y un perfil metabdlico
con etanol y acido acético como principal producto final de la fermentacién, con pequefias cantidades de 2,3-
butanodiol y acido lactico formado bajo ciertas condiciones (Abrini et al., 1994; Kopke et al., 2011; Tanner et al.,
1993) (documento WO 2008/028055). Se ha observado la produccién de indol con todas las especies. Sin embargo,
las especies se diferencian en la utilizacion del sustrato de diversos azlcares (por ejemplo, ramnosa, arabinosa),
acidos (por ejemplo, gluconato, citrato), aminoacidos (por ejemplo, arginina, histidina) u otros sustratos (por ejemplo,
betaina, butanol). Se encontré6 que algunas de las especies eran auxotroficas de ciertas vitaminas (por ejemplo,
tiamina, biotina), mientras que otras no lo eran. La reduccion de los acidos carboxilicos en sus correspondientes
alcoholes se ha demostrado en una variedad de estos organismos (Pérez, Richter, Loftus y Angenent, 2012).

Por lo tanto, los rasgos descritos no son especificos de un organismo como C. autoethanogenum o C. ljungdahlii,
sino que son rasgos generales para la Clostridia carboxidotréfica que sintetiza etanol. Se puede anticipar que la
invencion funcionara no solo en estas cepas, sino en todas las especies de Clostridia, aunque puede haber
diferencias en el comportamiento.

En realizaciones particulares, el microorganismo progenitor se selecciona del grupo que comprende Clostridium
autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii y Clostridium ragsdalei. En una realizacion, el grupo también comprende
Clostridium coskatii. En una realizacion particular, el microorganismo progenitor es Clostridium autoethanogenum
DSM23693.

Un microorganismo progenitor puede o no contener acidos nucleicos que codifican fenilalanina tRNA sintetasa o
expresar fenilalanina tRNA sintetasa.

A lo largo de esta memoria descriptiva, se proporciona informacion de secuencia ejemplar para PheS,
proteinas/péptidos PheS y ThiK alterados y acidos nucleicos que codifican los mismos.

A lo largo de esta memoria descriptiva, se proporciona una informacion ilustrativa de las secuencias para identificar
proteinas/péptidos y acidos nucleicos a modo de ejemplo aplicables a la invencion y para permitir que cualquier
experto en la materia ponga en practica las realizaciones especificas de la invencidon sin una experimentacion
excesiva. Debe apreciarse que las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos pueden diferir de un
microorganismo a otro. Por consiguiente, la invencién no debe considerarse limitada a estas realizaciones
especificas, sino que se extiende a proteinas/péptidos y acidos nucleicos que tienen secuencias diferentes pero que
son sustancialmente capaces de realizar la misma funcién. Para PheS, la funcién deseada (como una subunidad de
fenilalanina ARNt sintetasa) es la aminoacilacion de ARNtP" con fenilalanina. Para la PheS, la funcién deseada
(como una subunidad de fenilalanina ARNt sintetasa) es la aminoacilacién del ARNt""® con fenilalanina. Para ThiK, la
funcion deseada es catalizar la reaccion:

Thd + ATP — TMP + ADP

donde Thd es desoxitimidina, ATP es adenosina 5'-trifosfato, TMP es desoxitimidina 5'-fosfato y ADP es adenosina
5'-difosfato.

Tipicamente, tales proteinas/péptidos alternativos o distintos tendran al menos aproximadamente un 75% de
similitud de secuencia de aminoacidos con una PheS (que incluye una PheS alterada) o una proteina ThiK
ejemplificada en este documento. En realizaciones particulares, tales proteinas alternativas tendran al menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de similitud de secuencia con un PheS (incluyendo un PheS
alterado) o el ThiK ejemplificado en este documento. En realizaciones particulares, tales proteinas alternativas
tendran al menos aproximadamente el 75%, 80%, 85% o, 90%, 95% o 99% de identidad de secuencia con un PheS
(incluido un PheS alterado) o el ThiK ejemplificado en el presente documento. A nivel de acido nucleico, los genes
que codifican tales proteinas alternativas o variantes tendran tipicamente al menos aproximadamente un 75% de
homologia de secuencia con un acido nucleico que codifique un PheS (incluido un PheS alterado) o el ThiK
ejemplificado en el presente documento. En realizaciones particulares, tales acidos nucleicos distintos o alternativos
tendran al menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de homologia de secuencia con un acido nucleico
que codifica un PheS (incluido un PheS alterado) o el ThiK ejemplificado en este documento. En una realizacion
particular, dichos acidos nucleicos tendran al menos aproximadamente 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de
identidad de secuencia con un acido nucleico que codifique un PheS (incluido un PheS alterado) o el ThiK
ejemplificado en este documento. Los acidos nucleicos o proteinas/péptidos alternativos o distintos como se
describen pueden denominarse en el presente documento "variantes funcionalmente equivalentes".

También debe tenerse en cuenta que la variante funcionalmente equivalente de PheS, PheS alterada o ThiK no

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 699 479 T3

necesita tener el mismo nivel de actividad que una proteina/péptido del cual es una variante. Todo lo que se requiere
es que se retenga algun nivel de la actividad deseada. Los expertos en la materia conoceran los ensayos de uso
para evaluar la actividad de PheS, PheS o ThiK alterados. Sin embargo, a modo de ejemplo: la funciéon o actividad
de PheS puede probarse utilizando métodos que miden la aminoacilaciéon. Los autores utilizaron velocidades de
aminoacilacion y parametros cinéticos de pheS para probar las variaciones de actividad de pheS en la utilizacion de
fenilalanina (Kast et al, 1991, J. Mol. Biol 222: 99-124). La funcién o actividad de una PheS alterada puede realizarse
observando el crecimiento en presencia de un analogo toxico de la fenilanina utilizando métodos conocidos para
cultivar o hacer crecer microorganismos (Kast et al, 1991, J. Mol. Biol 222: 99-124). La funcién o actividad de ThiK
se puede probar utilizando un ensayo de actividad como lo describen Brockenbrough et al. (Nucl Med Biol. 2007, 34
(6): 619-23) y Jonsson & Mclvor (Anal Biochem. 1991, 199 (2): 232-7) o con kits ELISA disponibles en el mercado,
como por ejemplo de BioVendor (Cat. 901/902).

La referencia a "transformar" un microorganismo progenitor debe tomarse de manera amplia para incluir cualquier
medio de transferencia o introducciéon de un acido nucleico exégeno en un microorganismo que se conoce en la
técnica. A modo de ejemplo, "transformar" incluye, entre otros, transfeccion, transduccion, conjugacion y
electroporacion.

Aspectos y realizaciones de la invencion.

La invencion proporciona el uso de ThiK y/o PheS como marcador de contra-seleccion en un método para producir
un microorganismo recombinante a partir de un microorganismo progenitor. También proporciona acido(s)
nucleico(s) que codifican Thik y/o PheS, vectores de acido nucleico que comprenden dicho(s) acido(s) nucleico(s) y
el uso de dicho(s) acido(s) nucleico(s) y/o plasmidos para producir un microorganismo recombinante a partir de un
microorganismo progenitor. Ademas, la invenciéon proporciona un método para producir un microorganismo
recombinante a partir de un microorganismo progenitor. De acuerdo con la invencién, el microorganismo progenitor
es un Clostridium spp., como se describe en este documento anteriormente, y la PheS incluye al menos una
alteracion en comparacion con una PheS natural tal que, en uso, la fenilalanina tRNA sintetasa es capaz de
aminoacilar el ARNt usando un analogo de fenilalanina.

PheS

PheS es la subunidad alfa de la subunidad de la proteina fenilalanina tRNA sintetasa. La fenilalanina tRNA sintetasa
es responsable de la aminoacilacion del tRNAP" con fenilalanina, que es critica para la produccion de proteinas en
una célula. La enzima cataliza la acetilacion de fenilalanina a su ARNt analogo. El ARNt™'® resultante es enviado al
ribosoma por factores de alargamiento que luego se unen a su anti-codon presente en el ARNm. Una vez unido, el
aminoacido se une covalentemente a su aminoacido precedente, aumentando asi la cadena peptidica.

Un PheS de la invencion es uno que incluye al menos una alteracion en comparacion con un PheS natural, de modo
que en el uso de fenilalanina tRNA sintetasa sea capaz de aminoacilar ARNt utilizando analogos de fenilalanina. La
incorporacion de analogos de fenilalanina en proteinas celulares da como resultado proteinas inestables o no
funcionales. Por lo tanto, cualquier célula que incluya la PheS alterada normalmente no podra sobrevivir.

La PheS natural en la que se basa la PheS alterada puede ser de cualquier fuente apropiada, incluyendo cualquier
numero de diferentes organismos auto-replicantes, como plantas, animales, hongos y microorganismos. En una
realizacion particular, la PheS es de un microorganismo. En una realizacion, la PheS es de un Clostridium spp. o es
una variante funcionalmente equivalente de la misma. Sélo a modo de ejemplo, el Clostridium spp. puede incluir:

Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdabhlii, Clostridium ragsdalei, Clostridium carboxidivorans, Clostridium
drakei, Clostridium scatologenes, Clostridium aceticum, Clostridium formicoaceticum, Clostridium magnum,
Clostridium coskatii, Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium sacharoperbutylacetonicum,
Clostridium saccharobutylicum, Clostridium thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridium phytofermentans,
Clostridium pasterianum, Clostridium kluyveri, Clostridium difficile, Clostridium botulinum, Clostridium sporogenes,
Clostridium perfringens, Clostridium acetobutylicum, Clostridium acidisoli, Clostridium aciditolerans, Clostridium
acidurici, Clostridium aerotolerans, Clostridium akagii, Clostridium aldenense, Clostridium algidicarnis, Clostridium
algidixylanolyticum, Clostridium alkalicellulosi, Clostridium aminovalericum, Clostridium amygdalinum, Clostridium
arcticum, Clostridium argentinense, Clostridium aurantibutyricum, Clostridium baratii, Clostridium botulinum,
Clostridium bowmanii, Clostridium butyricum, Clostridium beijerinckii, Clostridium cadaveris, Clostridium
caminithermale, Clostridium carboxidivorans, Clostridium carnis, Clostridium celatum, Clostridium celerecrescens,
Clostridium cellulolyticum, Clostridium cellulosi, Clostridium chartatabidum, Clostridium clostridioforme, Clostridium
coccoides, Clostridium cochlearium, Clostridium cocleatum, Clostridium colinum, Clostridium difficile, Clostridium
diolis, Clostridium disporicum, Clostridium drakei, Clostridium durum, Clostridium esterteticum, Clostridium fallax,
Clostridium felsineum, Clostridium ervidum, Clostridium fimetarium, Clostridium formicaceticum, Clostridium ghonii,
Clostridium glycolicum, Clostridium glycyrrhizinilyticum, Clostridium haemolyticum, Clostridium halophilum,
Clostridium tetani, Clostridium perfringens, Clostridium phytofermentans, Clostridium piliforme, Clostridium
polysaccharolyticum, Clostridium populeti, Clostridium propionicum, Clostridium proteoclasticum, Clostridium
proteolyticum, Clostridium psychrophilum, Clostridium puniceum, Clostridium puri, Clostridium putrefaciens,
Clostridium putrificum, Clostridium quercicolum, Clostridium quinii, Clostridium ramosum, Clostridium roseum,
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Clostridium saccharobutylicum, Clostridium saccharolyticum, Clostridium saccharoperbutylacetonicum, Clostridium
sardiniense, Clostridium stercorarium, Clostridium sticklandii, Clostridium paradoxum, Clostridium paraperfringens,
Clostridium paraputrificum, Clostridium pascui, Clostridium pasteurianum, Clostridium novyi, Clostridium septicum,
Clostridium histolyticum, Clostridium hydroxybenzoicum, Clostridium hylemonae, Clostridium innocuum, Clostridium
kluyveri, Clostridium lactatifermentans, Clostridium lacusfiyxellense, Clostridium laramiense, Clostridium lentocellum,
Clostridium lentoputrescens, Clostridium methoxybenzovorans, Clostridium methylpentosum, Clostridium
nitrophenolicum, Clostridium novyi, Clostridium oceanicum, Clostridium oroticum, Clostridium oxalicum, Clostridium
tertium, Clostridium tetani, Clostridium tetanomorphum, Clostridium thermaceticum, Clostridium thermautotrophicum,
Clostridium thermoalcaliphilum, Clostridium thermobutyricum, Clostridium thermocellum, Clostridium thermocopriae,
Clostridium thermohydrosulfuricum, Clostridium thermolacticum, Clostridium thermopalmarium, Clostridium
thermopapyrolyticum, Clostridium thermosaccharolyticum, Clostridium thermosulfiirigenes, Clostridium tyrobutyricum,
Clostridium uliginosum, Clostridium ultunense, Clostridium villosum, Clostridium viride, Clostridium xylanolyticum,
Clostridium xylanovorans, Clostridium bifermentans, y Clostridium sporogenes.

En ciertas realizaciones, el PheS es de un microorganismo seleccionado del grupo de Clostridium spp. o es su
variante funcionalmente equivalente. En una realizacién, el PheS es de un microorganismo seleccionado de un
grupo de Clostridium spp. acetogénico o es su variante funcionalmente equivalente. En una realizacién particular,
PheS es de un microorganismo seleccionado del grupo de organismos carboxidotrépicos acetogénicos que
comprenden las especies Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium ragsdalei, Clostridium
carboxidivorans, Clostridium drakei, Clostridium scatologenes, Clostridium aceticum, Clostridium formicoaceticum,
Clostridium magnum, y Clostridium coskatii, o es una variante funcionalmente equivalente de uno o mas de los
mismos.

En una realizacién, PheS se selecciona de un grupo de clostridios carboxidotréficos que comprenden las especies
C. autoethanogenum, C. ljungdahlii y "C. ragsdalei" y aislados relacionados, que se han descrito anteriormente en
este documento. Solo a modo de ejemplo, las proteinas PheS naturales apropiadas (y las correspondientes
secuencias de acido nucleico) incluyen aquellas descritas en las bases de datos publicas, como GenBank, como se
indica a continuacion: PheS de Clostridium ljungdahli DSM13528 (GenBank ADK16487.1); Clostridium
carboxidivorans P7 (GenBank: EET86555.1); subunidad alfa de fenilalanil-ARNt sintetasa [Clostridium kluyveri]
WP_012620882.1; subunidad alfa de fenilalanil-ARNt sintetasa [Clostridium perfringens cepa 13] GenBank:
BAB81592.1; subunidad alfa de fenilalanil-ARNt sintetasa [Clostridium botulinum A cepa ATCC 3502] GenBank:
YP_001255621.1; subunidad alfa de fenilalanilF-ARNt sintetasa [Clostridium sporogenes] GenBank:
WP_003495653.1; subunidad alfa de fenilalanil-ARNt sintetasa [Clostridium beijerinckii NCIMB 8052] GenBank:
YP_001308703.1; subunidad alfa de fenilalanil-ARNt sintetasa [Clostridium acetobutylicum ATCC 824] GenBank:
NP_348973.1; subunidad alfa de fenilalanil-ARNt sintetasa [Clostridium thermocellum ATCC 27405] GenBank:
YP_001036648.1. En una realizacion, la PheS es de C. autoethanogenum y tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID No.21. Las variantes funcionalmente equivalentes de estas proteinas ejemplares también pueden ser Utiles.

En una realizacion, la al menos una alteraciéon en PheS en comparacién con una PheS natural esta localizada dentro
de una regién que comprende el sitio de especificidad de sustrato. En una realizacion, el sitio de especificidad del
sustrato esta ubicado entre los aminoacidos 306 y 313, leido en relacion con el PheS natural de C.
autoethanogenum SEQ ID No. 21 (o con el Phe-S natural de C. ljungdahlii DSM13528 (GenBank: ADK16487.1)).

Debe apreciarse que la ubicacién precisa del sitio de especificidad del sustrato puede variar de una proteina PheS
particular a otra. De acuerdo con esto, la invencion debe tomarse para incluir proteinas PheS que se han alterado
fuera del sitio definido por los aminoacidos 306 a 313 anteriores, y confiere a la fenilalanina ARNt sintetasa la
capacidad de aminoacilar ARNt utilizando analogos de fenilalanina. Los expertos en la materia a los que se refiere la
invencion podran identificar facilmente el sitio apropiado basandose en la alineaciéon de la secuencia de aminoacidos
con la de C. autoethanogenum SEQ ID 21 (o con el Phe-S natural de C. ljungdahli DSM13528 (GenBank
ADK16487.1), descrito anteriormente. Sin embargo, a modo de ejemplo, en PheS en E. coli, el sitio de especificidad
del sustrato se define por los aminoacidos en las posiciones 289 a 296.

En una realizacion, la al menos una alteracion es una o mas sustituciones, adicion y/o eliminacién de aminoacidos.
En una realizacién, la al menos una alteraciéon es una sustitucién de aminoacido en la posicién 311, leida con
relacion a la secuencia de aminoacidos de Clostridium autoethanogenum PheS (SEQ ID 21). En una realizacion, la
al menos una alteracion es la sustitucion de Cys por Gly en el aminoacido 311. En otras realizaciones, la alternancia
es una o una combinacion de sustituciones de aminoacidos en las posiciones 310 y 312, leidas en relacion con la
secuencia de aminoacidos de PheS de Clostridium autoethanogenum (SEQ ID 21).

En una realizacion, la PheS alterada comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N° 53.

La invencion también se refiere a acidos nucleicos que codifican una PheS alterada de la invencion. En una
realizacion, la al menos una alteracién esta localizada dentro de una region del acido nucleico que codifica el sitio de
especificidad del sustrato, como se menciona en este documento anteriormente.

En una realizacion, la region que codifica el sitio de especificidad del sustrato esta ubicada entre las bases 918 y
939, leida en relacién con el acido nucleico que codifica PheS en C. autoethanogenum (SEQ ID 12 en este
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documento) (o al Phe-S natural de C. ljungdahlii DSM13528 (GenBank: ADK16487.1). Sin embargo, el sitio puede
diferir de un acido nucleico a otro (por ejemplo, acidos nucleicos de diferentes especies u organismos), para reflejar
la ubicacion precisa del sitio de especificidad del sustrato en una proteina PheS natural, como se describe
anteriormente en este documento. Las personas capacitadas podran identificar faciimente la regiéon apropiada en
acidos nucleicos alternativos a través de alineamientos de secuencia estandar.

En una realizacion, la al menos una alteracion es una o mas sustituciones, adiciones y/o eliminaciones de
nucleotidos.

En una realizacién, la al menos una alteracion es una sustituciéon de nucleétido en la base 932 leida con relacion al
gen de Clostridium autoethanogenum que codifica PheS (SEQ ID 12). En una realizacion, la al menos una alteracion
es la sustitucion de C por G en la base 932. En una realizacién, el acido nucleico comprende o consiste en la
secuencia de la SEQ ID N° 14.

Los acidos nucleicos que codifican un PheS alterado de acuerdo con la invencidon pueden generarse utilizando
cualquier nimero de métodos conocidos en la técnica, basandose en la informacién del presente documento, la
secuencia de aminoacidos (y/o la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos) de las
proteinas PheS naturales ilustrativas y el cédigo genético, por ejemplo. Sin embargo, a modo de ejemplo, pueden
producirse mediante sintesis quimica o mediante técnicas recombinantes estandar.

A modo de ejemplo, los acidos nucleicos ejemplares que codifican PheS naturales se proporcionan en el presente
documento y en las bases de datos disponibles publicamente, tales como GenBank de la siguiente manera: E. coli
K12 (NC_000913.2), Gene ID: 946223, EcoGene: EG10709; Clostridium ljungdahli DSM 13528, GenBank:
CP001666.1, Gl: 300433347.

Debe apreciarse que un acido nucleico que codifica una PheS alterada puede ser un codén optimizado para la
Clostridium spp. particular en la que ha de expresarse. Esto se puede lograr utilizando técnicas de optimizacion de
codones estandar.

ThiK
ThiK es una proteina que funciona para catalizar la reaccion:
Thd + ATP — TMP + ADP

donde Thd es desoxitimidina, ATP es adenosina 5'-trifosfato, TMP es desoxitimidina 5'-fosfato y ADP es adenosina
5'-difosfato. HSV-TK, por ejemplo, cataliza la fosforilacion de la desoxitimidina.

La Thik de uso en la invencion se puede derivar de cualquier organismo apropiado. Sin embargo, a modo de
ejemplo, ThiK puede provenir del Virus del Herpes Simple 1 o Virus del Herpes Simple 2 (HSV-TK), VZV, CMV,
HHV7, HHV7, HHVS8, EBV. Alternativamente, podrian usarse variantes funcionalmente equivalentes de ThiK de
HSV-TK.

Solo a modo de ejemplo, las proteinas ThiK incluyen aquellas descritas en las bases de datos publicas como el
GenBank de la siguiente manera: AB009254.2. Las variantes funcionalmente equivalentes de esta proteina ejemplar
también pueden ser Utiles.

En una realizacion, la ThiK comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 54.

La invencion también se refiere a acidos nucleicos que codifican un ThiK. Las personas expertas apreciaran
facilmente la secuencia de nucleétidos apropiada de los acidos nucleicos que codifican ThiK, teniendo en cuenta la
secuencia de aminoacidos de las proteinas ThiK ejemplares proporcionadas en el presente documento, y el codigo
genético. Sin embargo, a modo de ejemplo, se proporcionan acidos nucleicos ejemplares que codifican ThiK en las
bases de datos publicas tales como GenBank AB009254.2, JQ895546.1, AY575235.1, AF243479.1, AY575236.2,
HQ123159.1

Sin embargo, a modo de ejemplo, los acidos nucleicos pueden tener una secuencia de nucleétidos de SEQ ID 19 o
SEQ ID 22 como se describe en el presente documento.

En una realizacion, el acido nucleico que codifica ThiK tiene la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID N° 19.

Los acidos nucleicos que codifican un ThiK de acuerdo con la invencion pueden generarse utilizando cualquier
numero de métodos conocidos en la técnica, basandose en la informacién del presente documento, la secuencia de
aminoacidos (y/o la secuencia de acidos nucleicos que codifican la secuencia de aminoacidos) de las proteinas ThiK
ejemplares, y el codigo genético, por ejemplo. Sin embargo, a modo de ejemplo, pueden producirse mediante
sintesis quimica o mediante técnicas recombinantes estandar.

Debe apreciarse que un acido nucleico que codifica ThiK puede ser un codén optimizado para el Clostridium spp.
particular en el que se va a expresar. Esto se puede lograr utilizando técnicas de optimizacién de codones estandar.
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Vectores de acidos nucleicos

La invencion también proporciona un vector de acido nucleico que comprende un acido nucleico que codifica ThiK
y/o un PheS alterado de acuerdo con la invencion. El vector puede ser de cualquier naturaleza o natural, como
entenderan los expertos en la materia a los que se refiere la invencion, incluidos, por ejemplo, aquellos adecuados
para la clonacioén, la expresion y la transformacion.

En una realizacion, el vector de acido nucleico es uno adecuado para generar un microorganismo recombinante de
la invencién. En esta realizacién, el vector de acido nucleico es un plasmido que comprende al menos un acido
nucleico que codifica un PheS alterado y/o un ThiK como se describe en este documento anteriormente. En una
realizacién particular, el vector comprende ademas al menos:

(a) al menos una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un marcador de seleccion positiva;

(b) dos secuencias de acido nucleico homologas a las regiones seleccionadas alrededor de una ubicacion diana o
secuencia de acido nucleico dentro del genoma de un microorganismo progenitor, que permite la recombinacion del
plasmido con el genoma del microorganismo progenitor.

En una realizacion, el vector comprende ademas al menos un acido nucleico de interés que se desea insertar o
integrar en el genoma de un microorganismo progenitor.

En una realizacion, el acido nucleico que codifica el marcador de seleccion positivo se coloca en el vector plasmidico
fuera de los brazos de homologia. En otra realizacion, el acido nucleico que codifica el marcador de seleccion
positiva esta ubicado entre los brazos de homologia.

Cuando el vector se va a usar para producir un microorganismo recombinante de acuerdo con la invencion, se
adaptara en uso para permitir la expresion de los acidos nucleicos que codifican uno o mas marcadores de
seleccion. Por consiguiente, también incluira al menos un promotor capaz de dirigir la expresion de los marcadores
de seleccién contenidos en el plasmido. El al menos un promotor puede comprender una parte de la al menos una
secuencia de acido nucleico que codifica al menos un marcador de contra-seleccién o una parte de la al menos una
secuencia de acido nucleico que codifica al menos un marcador de seleccién positiva, o puede ser un acido nucleico
contenido dentro del plasmido, que esta separado del(de los) acido(s) nucleico(s) que codifican el uno o mas
marcadores de seleccion mediante nucleétidos intermedios. En una realizacion, el promotor puede ser inducible. En
otra realizacion, el promotor es constitutivo.

Las personas expertas apreciaran faciimente los promotores de uso en un plasmido de la invencién. Sin embargo, a
modo de ejemplo, estos pueden incluir el promotor Ppta-ack (descrito en el presente documento en la seccion de
Ejemplos), el promotor lac, el sistema ara, tet o T7.

En una realizacion particular, el plasmido incluye un promotor fuerte que es capaz de dirigir la expresion del
marcador(s) de selecciéon. En una realizacion, el plasmido incluye un promotor fuerte para dirigir la expresion de al
menos un acido nucleico que codifica un marcador de contra-seleccién. Este es particularmente el caso en el que se
utiliza un PheS alterado para la contra-seleccion y el genoma del huésped incluye un acido nucleico que codifica
PheS. Idealmente, el promotor fuerte sera suficiente para dirigir la expresion de la PheS alterada en al menos el
mismo nivel, y preferiblemente en un nivel aumentado, en comparacion con la expresion de un acido nucleico que
codifica PheS que esta presente en el genoma del huésped. Alternativamente, podrian incluirse uno o mas
elementos reguladores, como un operador y/o potenciador, en el plasmido ademas de un promotor, para aumentar
la expresion de uno o mas marcadores de seleccion. Los ejemplos de promotores fuertes de uso en la invencion
incluyen, por ejemplo, el promotor T3, el promotor T7, el promotor PARNT, el promotor Ptrc, o aquellos ejemplificados
en la seccion de Ejemplos a continuacion.

El al menos un marcador de seleccion positiva puede elegirse entre cualquier nimero de marcadores de seleccion
positiva conocidos que seran facilmente apreciados por los expertos en el area de la tecnologia a la que se refiere la
invencion. Sin embargo, a modo de ejemplo, se podria usar CatP (cloranfenicol acetiliransferasa), ErmB o TetA
[Heap et al., 2009, J Microbial Methods; Jul; 78 (1); 78-85). Las personas expertas apreciaran facilmente la
secuencia de nucledtidos para los acidos nucleicos que codifican estos marcadores de selecciéon positiva, segun la
informacion publicada y el cédigo genético. Sin embargo, a modo de ejemplo, GenBank: WP_002570989 (CatP),
YP_007078965 (ErmB), NP_957551.1 (TetA); CatP (SEQ ID 23); ErmB (SEQ ID 24); TetA (SEQ ID 25).

Los brazos de homologia permiten la recombinacion homadloga del vector con el genoma del huésped. Si bien puede
preferirse que los brazos tengan una complementariedad del 100% con la region en el genoma al que se dirigen,
esto no es necesario, siempre que la secuencia sea lo suficientemente complementaria para permitir la
recombinacion dirigida con la regién genética de interés. Tipicamente, los brazos tendran un nivel de homologia que
permitira la hibridacion con una regién objetivo en condiciones rigurosas, como se define en Sambrook et al
(Molecular Cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).
Como apreciaran los expertos en la técnica, los brazos de homologia pueden disefiarse para hidridarse a
secuencias de acido nucleico dentro del genoma que estan adyacentes entre si o separadas entre si por uno o mas
nucledtidos.
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Las personas capacitadas podran disefiar facilmente brazos de homologia suficientes para permitir la recombinacion
homologa dirigida teniendo en cuenta la informacién de secuencia disponible publicamente para un microorganismo
progenitor determinado. Se proporciona informacion ilustrativa en la seccion de ejemplos que figura a continuacion.

Un plasmido también puede comprender uno o mas elementos adicionales que incluyen uno o mas elementos
reguladores, uno o mas origenes de replicacion, uno o mas sitios de multiclonacién, entre otros elementos. En una
realizacion particular, los plasmidos se adaptan para permitir la interrupcion de un gen nativo de (o al menos ya
presente en) un microorganismo progenitor, por ejemplo. En otra realizacion, los plasmidos se adaptan para permitir
la integracion y expresion de uno o mas genes codificados por el plasmido. Los plasmidos pueden estar en forma de
acidos nucleicos desnudos, asi como acidos nucleicos formulados con uno o mas agentes para facilitar el suministro
a una célula (por ejemplo, un acido nucleico conjugado con un liposoma, un organismo en el que esta contenido el
acido nucleico).

Como se describe en este documento anteriormente, la fenilalanina ARNt sintetasa estd formada por dos
subunidades, de las cuales una es PheS. La segunda subunidad puede estar presente en el genoma de un
microorganismo progenitor a transformar. Por consiguiente, en presencia de un vector de la invencidon, un
microorganismo es capaz de producir fenilalanina tRNA sintetasa, aunque esté alterado y sea capaz de aminoacilar
el ARNt usando analogos de fenilalanina. Ademas, aunque la PheS alterada pueda basarse en la PheS de cualquier
organismo, como se describe anteriormente en este documento, en una realizacion preferida debe ser una que sea
compatible con la otra subunidad expresada por el microorganismo progenitor. Si las subunidades no son
compatibles, no formaran una enzima funcional. Las personas capacitadas podran identificar facilmente si las
subunidades de tRNA sintetasa de fenilalanina son o no compatibles usando ensayos estandar para probar la
actividad y la funcion de la enzima, como se describe en este documento anteriormente. Sin embargo, los inventores
contemplan que un PheS de cualquier Clostridium spp. sera compatible con una subunidad PheT de cualquier otra
Clostridium spp. En una realizacion particular, la subunidad PheS es de la misma especie de Clostridia que el
microorganismo progenitor. En una realizacion particular, la PheS alterada se basa en la PheS de la fenilalanina
tRNA sintetasa expresada por el microorganismo progenitor a transformar. En otra realizacion, el plasmido de la
invencion también puede incluir un acido nucleico que codifica una subunidad PheT, que junto con la PheS alterada,
forma una fenilalanina tRNA sintetasa activa, aunque una alterada capaz de aminoacilar el ARNt usando analogos
de fenilalanina. Esto puede ser util, por ejemplo, cuando el microorganismo progenitor no contenga un acido nucleico
que codifique la subunidad PheT.

Un plasmido puede ser replicante o no replicante.

Los vectores de acido nucleico de uso en la invenciéon pueden construirse usando cualquier nimero de técnicas
estandar en la técnica. Por ejemplo, pueden usarse sintesis quimica o técnicas recombinantes. Tales técnicas se
describen, por ejemplo, en Sambrook et al (Molecular Cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Técnicas ejemplares adicionales se describen en la seccién de Ejemplos en
este documento a continuaciéon. Esencialmente, los acidos nucleicos individuales, incluido un acido nucleico que
codifica un marcador de preseleccion, un acido nucleico que codifica un marcador de seleccién positiva, brazos de
homologia, un acido nucleico de interés y, opcionalmente, otros acidos nucleicos se uniran operativamente entre si
para que puedan realizar su funcién deseada.

Cualquiera de los numerosos vectores de plasmidos conocidos en la técnica puede ser adecuado para su uso en la
invencion. Sin embargo, a modo de ejemplo, los vectores de la serie PMTL80000 serian adecuados. Se
proporcionan ejemplos especificos en la seccion de ejemplos que se incluye a continuacion.

En ciertas realizaciones de la invencion, un vector de acido nucleico es uno adecuado para generar o clonar un
acido nucleico que codifique un ThiK o un PheS alterado de la invencion. En este caso, el vector no necesita ser
adaptado para expresar el ThiK o un PheS alterado. Se puede usar cualquier nimero de vectores de acido nucleico
conocidos, incluyendo plasmidos y vectores virales. Dichos vectores pueden incluir uno o mas elementos
reguladores, un origen de replicacion, un sitio de multiclonacion y/o un marcador seleccionable, entre otros
elementos, sitios y marcadores, como conoceran los expertos en la técnica.

Células

La invencién también proporciona una célula que comprende un acido nucleico de la invencién, un vector, una PheS
y/o ThiK de acuerdo con la invencion. La célula puede ser de cualquier origen y puede incluir aquellas de uso en la
clonaciéon o preparacion de un vector de acuerdo con la invencién. En una realizacion, la célula es E. coli o
Clostridium spp.

Métodos

Como se describe en este documento anteriormente, la invencién proporciona un método para la produccion de un
microorganismo recombinante a partir de un microorganismo progenitor. EI método generalmente comprende al
menos las etapas de: transformar un microorganismo progenitor con un plasmido como se describe en este
documento anteriormente, seleccionar uno o mas microorganismos que expresen al menos un marcador de
seleccion positiva y seleccionar uno o mas microorganismos que no expresen el al menos un marcador de contra-
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seleccion.

Un microorganismo progenitor puede transformarse con un plasmido de la invencién usando cualquier nimero de
técnicas conocidas en la técnica para producir microorganismos recombinantes. Solo a modo de ejemplo, la
transformacion (incluida la transduccion o la transfeccion) se puede lograr mediante electroporacion, electrofusion,
ultrasonicacion, transformacion mediada por polietilenglicol, competencia quimica o natural, transformacion de
protoplastos, induccidon de profagos o conjugacion. Las técnicas de transformacion adecuadas se describen, por
ejemplo, en Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T: Molecular Cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1989.

Solo a modo de ejemplo, se ha descrito la electroporacion de varios acetégenos carboxidotréficos, como C.
ljungdahlii (Képke et al. 2010, Proc. Nat. Acad Sci. U.S.A. 107: 13087-92; Leang et al, 2012, Appl. Environ.
Microbiol.; PCT/NZ2011/000203; documento WO02012/053905) y C. autoethanogenum (PCT/NZ2011/000203;
documento W02012/053905) y es un método estandar usado en muchos Clostridia como C. acetobutylicum
(Mermelstein et al., 1992, Biotechnology, 10, 190-195), C. cellulolyticum (Jennert et al., 2000, Microbiology, 146:
3071 - 3080) o C. thermocellum (Tyurin et al., 2004, Appl. Environ. Microbiol. 70: 883-890).

A modo de ejemplo adicional, se ha descrito la electrofusion para el Clostridium sp. MT351 acetogénico (Tyurin y
Kiriukhin, 2012, J Biotech: 1-12).

Otra técnica ejemplar incluye la induccion de profagos descrita para el acetégeno carboxidotréfico como C.
scatologenes (Prasanna Tamarapu Parthasarathy, 2010, Development of a Genetic Modification System in
Clostridium scatologenes ATCC 25775 for Generation of Mutants, Masters Project Western Kentucky University).

A modo de ejemplo adicional, pueden ser utilizados los métodos de conjugacién de Herbert et al., 2003, (FEMS
Microbiol. Lett. 229: 103-110) y Williams et al, 1990 (J. Gen. Microbiol. 136: 819-826).

Debe apreciarse que el plasmido puede suministrarse a un microorganismo progenitor como acido nucleico desnudo
o puede formularse con uno o mas agentes para facilitar el procedimiento de transformacion (por ejemplo, acido
nucleico conjugado con liposomas, un organismo en el que el acido nucleico esta contenido).

En ciertas realizaciones, debido a los sistemas de restriccion que son activos en el microorganismo a transformar, es
necesario metilar cualquier acido nucleico (por ejemplo, un plasmido de la invencién) para introducirlo en el
microorganismo. Esto se puede hacer utilizando una variedad de técnicas, incluidas las que se describen a
continuacion.

A modo de ejemplo, en una realizacién, un microorganismo recombinante de la invencion se produce mediante un
método que comprende los siguientes pasos:

- introducir en un microorganismo lanzadera de (i) al menos un plasmido que se introduce en el microorganismo
progenitor como se describe en el presente documento y (ii) una construccion/vector de metilacion que comprende
un gen de metiltransferasa;

- expresar el gen de la metiltransferasa;
- aislar el al menos un plasmido del microorganismo lanzadera; e,
- introducir el al menos un plasmido en un microorganismo diana.

En una realizacion, el gen de la metiltransferasa se expresa de manera constitutiva. En otra realizacion, se induce la
expresion del gen de la metiltransferasa.

El microorganismo lanzadera es un microorganismo, preferiblemente un microorganismo de restriccion negativa, que
facilita la metilacion de las secuencias de acido nucleico que forman un plasmido de la invencién. En una realizacion
particular, el microorganismo lanzadera es una restriccion negativa de E. coli, Bacillus subitillis o Lactococcus lactis.

El constructo/vector de metilacién comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una metiltransferasa.

Una vez que el uno o mas plasmidos y el constructo/vector de metilacion se introducen en el microorganismo
lanzadera, se induce el gen de metiltransferasa presente en el constructo/vector de metilacion. La induccion puede
ser por cualquier sistema promotor adecuado, aunque, en una realizaciéon particular de la invencion, el
constructo/vector de metilacién comprende un promotor lac inducible y se induce mediante la adicion de lactosa o un
analogo de la misma, mas preferiblemente isopropil-B-D-tio-galactésido (IPTG). Otros promotores adecuados
incluyen el sistema ara, tet o T7. En una realizacion adicional de la invencion, el constructor de metilacién/promotor
de vector es un promotor constitutivo.

En una realizacion particular, el constructo/vector de metilacion tiene un origen de replicacion especifico a la
identidad del microorganismo lanzadera, de modo que cualquier gen presente en el constructo/vector de metilacion
se expresa en el microorganismo lanzadera.
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La expresion de la enzima metiltransferasa da como resultado la metilacién de los genes presentes en uno o mas
plasmidos a ser introducidos en un microorganismo progenitor. El plasmido puede entonces aislarse del
microorganismo lanzadera de acuerdo con uno cualquiera de una serie de métodos conocidos. Por ejemplo, los kits
disponibles en el mercado, como Qiagen o Zymo, pueden usarse de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

En una realizacién particular, tanto el constructo de metilaciéon/vector como el uno o mas plasmidos de la invencion
se aislan simultaneamente.

El uno o mas plasmidos destinados al microorganismo progenitor pueden introducirse en el microorganismo usando
cualquier niumero de métodos conocidos. Sin embargo, a modo de ejemplo, se puede utilizar la metodologia descrita
anteriormente en este documento, o en la seccion de ejemplos que figura a continuacion.

Se prevé que un gen de metiltransferasa puede introducirse en un microorganismo lanzadera y sobreexpresarse.
Por lo tanto, en una realizacion, la enzima metiltransferasa resultante puede recogerse usando métodos conocidos y
usarse in vitro para metilar uno o mas plasmidos a ser introducidos en el microorganismo progenitor. El uno o mas
plasmidos pueden entonces introducirse en el microorganismo diana (progenitor). En otra realizacién, el gen de la
metiltransferasa se introduce en el genoma del microorganismo lanzadera seguido de la introduccion del uno o mas
plasmidos destinados para el microorganismo progenitor en el microorganismo lanzadera, el aislamiento del uno o
mas plasmidos del microorganismo lanzadera y luego la introduccion de el uno o mas plasmidos en el
microorganismo diana (progenitor).

Se prevé que el uno o mas plasmidos destinados para el microorganismo progenitor y el constructo/vector de
metilacion, tal como se definidé anteriormente, se pueden combinar para proporcionar una composicion de materia.
Dicha composicion tiene una utilidad particular para eludir los mecanismos de barrera de restriccion para producir los
microorganismos recombinantes de la invencion.

En una realizacién particular, el constructo/vector de metilacién es un plasmido.

Las personas expertas apreciaran una serie de metiltransferasas adecuadas de uso en la produccion de
microorganismos de acuerdo con la invencion. Sin embargo, a modo de ejemplo, se pueden usar la metiltransferasa
del fago Bacillus subtilis ®T1 y la metiltransferasa descrita en el documento W0O2012053905. Los acidos nucleicos
que codifican las metiltransferasas adecuadas se apreciaran facilmente teniendo en cuenta la secuencia de la
metiltransferasa deseada y el codigo genético.

Se puede usar cualquier numero de construcciones/vectores adaptados para permitir la expresion de un gen de
metiltransferasa para generar el constructo/vector de metilacion. Sin embargo, a modo de ejemplo, se pueden usar
los mencionados en el documento W02012053905.

Una vez que se ha introducido un plasmido en un microorganismo progenitor deseado, se produce una primera
seleccion. Esto implica seleccionar uno o mas microorganismos que expresen al menos un marcador de seleccion
positiva.

Dichos microorganismos pueden identificarse y seleccionarse utilizando cualquier nimero de técnicas conocidas,
teniendo en cuenta el marcador de seleccion positivo que se esté utilizando. Sin embargo, a modo de ejemplo
general, los microorganismos pueden cultivarse en un medio, o sobre éste, que contiene una toxina que destruiria
cualquier microorganismo que no expresara el marcador de seleccion positiva. A modo de ejemplo especifico, los
microorganismos pueden crecer en presencia de un antibiotico toxico, incluyendo el plasmido de la invenciéon un
acido nucleico que codifica un producto que confiere resistencia antibiética al microorganismo. Los microorganismos
en los que esta presente el plasmido sobreviviran y los que no lo hagan moriran.

Se describen otros ejemplos de metodologia y condiciones de uso en la seleccion de microorganismos que expresan
un marcador de seleccion positivo, por ejemplo, en Sambrook et al, 1989 (como se describioé anteriormente en este
documento). Se proporcionan ejemplos adicionales en la seccidn de ejemplos que se incluye a continuacion.

Los métodos de la invencion también incluyen una segunda selecciéon. Esto implica seleccionar uno o mas
microorganismos que no expresen al menos un marcador de contra-seleccion.

En el caso del uso de ThiK como marcador de contra-seleccion, la seleccion de uno o mas microorganismos que no
expresan este marcador de contra-seleccion implica el cultivo de los microorganismos en un medio, o sobre éste,
que contenga un analogo de guanosina. En una realizacion particular, el analogo de guanosina es ganciclovir. Los
microorganismos que contienen y expresan un acido nucleico que codifica el marcador de contra-seleccion ThiK no
sobreviviran en presencia del analogo de guanosina. Por consiguiente, los microorganismos que sobrevivan se
seleccionaran como que han sufrido el evento de recombinacién de doble entrecruzamiento deseado.

En el caso del uso de un PheS alterado como marcador de contra-seleccion, la seleccion de uno o mas
microorganismos que no expresen este marcador de contra-seleccion implica cultivar los microorganismos en o
sobre un medio que contenga un analogo de fenilalanina. En una realizacion particular, el analogo de fenilalanina es
como se describe en este documento antes. Los microorganismos que contienen y expresan un acido nucleico que
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codifica el marcador de contra-seleccion de PheS alterado no sobreviviran en presencia del analogo de fenilalanina.
Por consiguiente, los microorganismos que sobreviven se seleccionan como que han sufrido el evento de
recombinacion de doble entrecruzamiento deseado.

Cuando se utiliza un PheS alterado como marcador de contra-selecciéon, puede ser necesario incluir también
fenilalanina en los medios.

Los métodos de la invencion incluyen pasos de seleccion simultaneos y consecutivos. Por ejemplo, se podrian
seleccionar microorganismos para eventos de entrecruzamiento Unicos utilizando el marcador de seleccion positiva
y, posteriormente, seleccionando microorganismos para eventos de doble entrecruzamiento utilizando el marcador
de contra-seleccion. Alternativamente, la seleccion positiva y la contra-seleccion pueden ocurrir simultaneamente. A
modo de ejemplo, cuando el acido nucleico que codifica el marcador de seleccion positiva se coloca en el vector
plasmidico fuera de los brazos de homologia, se puede seleccionar consecutivamente para eventos de un solo
entrecruzamiento, y luego volver a seleccionar, seleccionando los eventos de doble entrecruzamiento. A modo de
ejemplo adicional, cuando el acido nucleico que codifica el marcador de seleccion positiva esta ubicado entre los
brazos de homologia (y, por lo tanto, esta integrado en el genoma del microorganismo progenitor), la seleccion
positiva y la contra-seleccion pueden ocurrir simultdaneamente; cualquier célula que tenga el marcador de seleccion
positiva integrado en el genoma y sea resistente al marcador de contra-seleccion, habra tenido un evento de doble
entrecruzamiento.

Cualquier medio adecuado para el cultivo de uno o mas microorganismos puede usarse en un método de la
invencion. Las personas expertas apreciaran facilmente los medios apropiados en funcién de la informacién
publicada y teniendo en cuenta la naturaleza de la invencién y los microorganismos progenitores descritos en el
presente documento. Preferiblemente, los medios seran un medio en el que hay poca o ninguna fenilalanina
presente, o al menos un nivel de fenilalanina que no supere a los analogos de fenilalanina durante la
contraseleccion. A modo de ejemplo, cualquier medio minimo apropiado seria adecuado, como: Medio minimo de
clostiridia, Medio definido minimo (MDM), Medio definido complementado (SDM) y Medio definido completo (MDL).
Se proporcionan ejemplos especificos en este documento después en la seccién de ejemplos.

Una vez que se selecciona uno o mas microorganismos de acuerdo con la invencidon, pueden cultivarse y
almacenarse opcionalmente para su uso futuro utilizando la metodologia conocida.

La invencion se describira ahora, solo a modo de ejemplo, con referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos describen la construccion de plasmidos para los marcadores contraseleccionables HSV-Tk
y PheS*, la funcionalidad HSV-Tk y PheS* para la contraseleccién en Clostridium autoethanogenum y el uso de
HSV-Tk y PheS* para facilitar la sustitucion de genes de recombinacion homadloga en el genoma de Clostridium
autoethanogenum. El mismo principio también se puede aplicar a otros miembros de la familia Clostridium, ya que
no existe un homologo del gen HSV-Tk en ningun Clostridium secuenciado y los genes pheS o las especies de
Clostridia estan altamente conservados.

Se utilizaron técnicas de ADN recombinante estandar y clonacién molecular en esta invencion y se describen en
Sambrook et al, 1989 y Ausubel et al, 1987. Se utilizaron la cepa TOP10 de E. coli (Life Technologies) y Clostridium
autoethanogenum DSM10061 y DSM23693 (un derivado de DSM10061). Se cultivo E. coli en medio LB y SOB como
describen Sambrook et al, 1989 y Ausubel et al, 1987, mientras que se cultivd Clostridium autoethanogenum en
medio PETC anaerdbico (Tabla 1).

Tabla 1: Medio PETC (medio ATCC 1754; atcc.org/Attachments/2940.pdf)

Componente del medio Concentracion por 1,0 L de medio
NHa4ClI 19

KCl 0,19

MgS04.7H20 0,29

NaCl 0,8g

KH2PO4 0,19

CaCl, 0,02¢g

Solucion de traza de metal 10 mi

Solucion de vitaminas de Wolfe 10 mi
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Extracto de levadura 19
Resazurin (solucién madre 2 g/L) 0,5 ml
MES 29

Agente reductor

0,006-0,008% (V/v)

Agua destilada

Hasta 1 I, pH 5,5 (ajustado con HCI)

Solucién de vitaminas de Wolfe

por litro de solucién madre

Biotina 2 mg
Acido félico 2mg
Clorhidrato de piridoxina 10 mg
Tiamina.HCI 5mg
Riboflavina 5mg
Acido nicotinico 5mg
D-(+)-pantotenato de calcio 5mg
Vitamina B12 0,1 mg
Acido p-aminobenzoico 5mg
Acido tiéctico 5mg
Agua Destilada A1L

Solucién de metal traza

por litro de solucién madre

Acido nitrilotriacetico 29
MnS0O4.H.0 19
Fe(S04)2(NH4),.6H,0 08¢
COCl2.6H0 02g
ZnS04.7H0O 0,2mg
CuCl,.2H,0 0,02¢g
NaMo0O4.2H,0 0,02g
Na,SeO3 0,02g
NiCl,.6H20 0,02g
Na,WO0,.2H,0 0,02g
Agua Destilada Hasta1 L

Solucion madre del agente reductor

por 100 ml de soluciéon madre

NaOH 09g
Cisteina.HCI 449

Na,S 49

Agua destilada Hasta 100 ml
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Ejemplo 1: Funcionalidad de HSV-Tk y PheS* para la contraseleccion en Clostridium autoethanogenum
Construccién de plasmidos:

La construccion de plasmidos que contienen Hsv-tk: la secuencia de ADN de la timidina quinasa del virus del herpes
humano (Hsv-tk) se obtuvo de NCBI (acido nucleico y aminoacido). Los codones en el gen Hsv-tk se optimizaron
para adaptarse a C. autoethanogenum y se sintetizaron por GeneArt y se administraron en su vector estandar pMK-
RQ (Seq. ID. 1 - pMK-RQ-HSV-tk)).

HSV-tk se liber6 del vector pMK-RQ mediante la digestion con las enzimas de restriccion Ndel y Nhel (New England
Biolabs) y se clond en una version modificada del vector lanzadera de E. coli-Clostridium pMTL83151 (FJ797651.1;
Nigel Minton, Universidad de Nottingham; Heap et al, 2009) que se conoce como pMTL83155 (SEQ ID 3), entre los
mismos sitios en la cepa de E. coli TOP10 (Life Technologies) para crear pMTL83155-Hsv-tk (Seq. ID. 2, Figura 1).
El plasmido pMTL83155 contiene la secuencia promotora del gen de la fosfato acetil transferasa de C.
autoethanogenum entre los sitios Notl y Ndel (Seq. ID. 3).

Construccion de pheS* mutado: la pheS nativa se identifico en el genoma a partir de la secuencia de C.
autoethanogenum DSM 10061 (Seq. 1D.12). Comparando la secuencia de E. coli MG1655 (Seq. ID. 13) y pheS de
C. autoethanogenum por alineamiento de secuencia, el sitio de especificidad de sustrato putativo se identifico
basandose en la homologia de la secuencia de aminoacidos de los aminoacidos entre G284 y G298 de E. coli (la
secuencia de aminoacidos de PheS de MG1655 de E. coli es la SEQ ID 20) y los aminoacidos G301 y G315 de C.
autoethanogenum (Figura 3). Se introdujo una Unica mutacion puntual en la base 932, sustituyendo C por G, dando
como resultado el codén que codificaba la glicina en lugar de la alanina (Seq. ID. 14).

Construccion de plasmidos que contienen pheS*: la pheS* modificada se acoplé transcripcionalmente a un promotor
sintético y un sitio RBS (PpheS*; Seq. ID. 17) cadena arriba del coddn de inicio para permitir una alta expresion
constitutiva. La construccién también estaba flanqueada por sitios de restriccion Pmel para permitir la clonacion del
gen en vectores alternativos. La sintesis y la subclonacion en el vector pMTL85151 utilizando la enzima de
restriccion Pmel se llevo a cabo por GeneArt dando como resultado el vector final pMTL85151-pheS* (Seq. ID. 18;
Figura 4).

Pruebas de sensibilidad:

Pruebas de toxicidad de DL-4-clorofenilanina: Se cultivaron E. coli Top10 y C. autoethanogenum DSM23693 que
albergan el vector vacio pMTL85151 inicialmente en presencia de DL-4-clorofenlanina en placas y en medio liquido
para determinar si el marcador de contra-seleccion tenia algin efecto sobre el crecimiento de los organismos. Se
observo que el producto quimico no impidié el crecimiento de ninguno de los organismos en medios liquidos o en
placas y las colonias crecieron al mismo tamafio después de 24/48 horas para E. coli y C. autoethanogenum,
respectivamente.

Prueba de pheS* en E. coli: para probar la capacidad del marcador de contra-seleccién para funcionar en E. coli, el
plasmido pMTL85151-pheS* se transformé en TOP10 y se cultivd solo con seleccion de cloranfenicol. Una vez que
el cultivo alcanzé una OD de 0,5, representando una fase de crecimiento exponencial, se colocaron 100 ul en placas
LB que contenian cloranfenicol y DL-4-clorofenilalanina, asi como cloranfenicol solo como control, por triplicado, y se
incubaron durante 24 horas a 37°C. Después de 24 horas, se inspeccionaron las placas y se observé que en las
placas de cloranfenicol solo, habia un jardin de colonias grandes como se esperaba, sin embargo, en las placas que
contenian cloranfenicol y DL-4-clorofenilalanina, habia un ligero sombreado de pequefias colonias, lo que sugiere
que la DL-4-clorofenilanina estaba afectando el crecimiento de la E. coli que albergaba pMTL85151-pheS*. Después
de 36 horas, las placas de seleccién doble habian crecido al mismo nivel que las placas de cloranfenicol solo.

Transformacion de C. autoethanogenum y confirmacion de plasmidos:

Transformacion de C. autoethanogenum: los plasmidos pMTL83155, pMTL83155-Hsv-tk y pMTL85155-PheS se
introdujeron en C. autoethanogenum DSM23693 (un derivado de DSM10061) como se describe en el documento
W02012053905. El crecimiento se realizé en caldo de PETC y se extendié en medio de agar PETC suplementado
con 15 pg/ml de tiamfenicol (Sigma) y 10 pug/ml de trimetoprim (Sigma). Se observaron colonias después de 3 dias
de incubacioén a 37°C en recipientes de gas a presion con 20 psi de una mezcla de gases de 48% de CO, 2% de Hy,
20% de CO,, 30% de N2. Se hicieron estrias de colonias individuales en medios de PETC-agar que contenian 15
pg/ml de tiamfenicol.

Seleccion de transformantes para detectar la presencia de plasmidos: 2 colonias de LZ-pMTL83155 y LZ-
pMTL83155-hsv-tk trans-conjugantes se seleccionaron al azar para detectar la presencia de los plasmidos
pMTL83155 y pMTL83155-Hsv-tk por PCR utilizando los cebadores repHf (Seq. ID. 4) y catr (Seq. ID. 5) abarcando
el replicon Gram-positivo y el marcador de seleccion positivo catP en pMTL83155 y pMTL83155-Hsv-tk. Se utilizé C.
autoethanogenum no modificado como control en estas PCR. El kit Maxime PCR PreMix se utilizé para la PCR.
También se amplificé por PCR 16s rDNA a partir de estos transformantes usando los cebadores fDI (Seq. ID. 6) y
rP2 (Seq. ID.7) y Maxime PCR PreMix Kit.
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La PCR con cebadores repHF y catR amplificé bandas ~1,5 kb de LZ-pMTL83155-1 y -2 y LZ-pMTL83155-hsv-tk-1'y
-2 (Figura 2). No se detectd amplificacion en la muestra de C. autoethanogenum no modificada, lo que confirma la
presencia de plasmidos solo en los transformantes. La secuenciacion del ARNr 16s de LZ-pMTL83155-1 (Seq. ID. 8)
y -2 (Seq. ID. 9) y LZ-pMTL83155-hsv-tk-1 (Seq. ID. 10) y -2 (Seq. ID. 11) confirmé ademas que los clones eran C.
autoethanogenum.

La confirmacion de los transformantes de C. autoethanogenum que albergan el plasmido pMTL85151-pheS* se llevd
a cabo en tres colonias independientes utilizando cebadores de PCR especificos para el plasmido (Seq. ID. 15y 16),
y los cebadores fDI (Seq. ID. 6) y rP2 (Seq. ID.7) para secuenciar el ARNr 16s.

Funcionalidad de HSV-Tk y PheS* como marcadores contraseleccionables en Clostridium autoethanogenum:

Sensibilidad de los transformantes de C. autoethanogenum a ganciclovir: La sensibilidad de LZ-pMTL83155 y LZ-
pMTL83155-hsv-tk a ganciclovir se probd en placas en agar de PETC que contenian ganciclovir 20 nM solo y medio
agar PETC que contenia 20 nM ganciclovir y 15 pyg/ml de tiamfenicol. Las colonias en las placas de ganciclovir se
observaron solo con transformantes LZ-pMTL83155 y no con LZ-pMTL83155-hvs-tk (Tabla 2). La presencia del gen
Hvs-tk confiere toxicidad al ganciclovir.

Sensibilidad de C. autoethanogenum que alberga el plasmido pMTL85151-pheS* a DL-4-clorofenlanina: Los tres
transformantes independientes de C. atoethanogenum DSM23693 que albergan pMTL85151-pheS*, asi como C.
autoethanogenum DSM23693 que contiene pMTL85251 se cultivaron en medio PECT liquido con tiamfenicol y se
cultivaron a 37°C bajo condiciones de CO solo. Después de 24 horas, 100 yl de cada uno de los tres
independientes, asi como el control pMTL85151, se sembraron en agar PETC-MES suplementado con tiamfenicol
solo o con tiamfenicol y DL-4-clorofenilalanina y se incubaron durante 48 horas. Después de 48 horas, se
inspeccionaron las placas y las placas que contenian solo tiamfenicol tenian un jardin de colonias para las 4 cepas,
mientras que las placas que contenian la seleccion doble solo tenian 3, 4 y 7 colonias para cada uno de los
transformantes independientes que contenian pheS*, en contraste, los transformantes de C. autoethanogenum que
albergaban pMTL85151 mostraron los mismos resultados que la placa de tiamfenicol solo, lo que sugiere que la DL-
4-clorofenialanina no tenia efecto sobre esta cepa.

Tabla 2: Sensibilidad de los transconjugantes de C. autoethanogenum a diferentes profarmacos en presencia del
CSM correspondiente

CSM Profarmaco Concentracion | LZ-pMTL83155 | LZ-pMTL83155-hsv-tk
Hsv-tk | Ganciclovir 20 nM colonias 0-5
PheS | DL-4-Clorofenilalanina | 0,20% colonias 7-Mar

Esto demostr6 que tanto HSV-Tk como PheS* en combinacion con los profarmacos Ganciclovir y DL-4-
Clorofenlanina son efectivos para la contraseleccion en C. autoethanogenum

Ejemplo 2 - Uso de PheS* para facilitar el reemplazo del gen de recombinacién homdloga en el genoma de
Clostridium autoethanogenum

Este ejemplo describe la sustitucion de un gen nativo de 2,3-butanodiol deshidrogenasa R-especifico de Clostridium
autoethanogenum con un gen de 2,3-butanodiol deshidrogenasa S-especifico de Klebsiella pneumoniae a través de
la recombinacion homodloga facilitada por PheS* como un contra-marcador seleccionable en Clostridium
autoethanogenum DSM23693 que tiene una alcohol deshidrogenasa secundaria inactivada.

Construccion de la cepa DSM23693 de C. autoethanogenum que tiene una alcohol deshidrogenasa secundaria
inactivada

Se construyd una cepa de Clostridium autoethanogenum DSM23693 que tiene una alcohol deshidrogenasa
secundaria inactivada (SEQ ID NO: 55) utilizando el sistema ClosTron. (Heap et al., 2007). La herramienta de disefio
de intrones alojada en el sitio web de ClosTron.com se utilizb para disefiar una regién de reconocimiento de 344 pb
(SEQ ID NO: 56), asi como para identificar seis sitios diana (Fig. 8) en las cadenas sentido y antisentido. La regién
de reconocimiento se sintetizé quimicamente en el vector pMTL007C-E2 que contenia un marcador ermB activado
por retro-transposicion (RAM).

Los vectores se introdujeron en C. autoethanogenum DSM23693 como se describe en el documento
WO02012/053905. Se inocularon en estrias colonias individuales crecidas en PETC MES con 15 pg/ml de tiamfenicol
en PETC MES con 5 pg/ml de clarotromicina. Las colonias de cada diana se seleccionaron al azar y se
seleccionaron para la insercién utilizando los cebadores flanqueantes 155F (SEQ ID NO: 57) y 939R (SEQ ID NO:
58). La amplificacion se realizé utilizando la premezcla de PCR iNtron Maxime. Un producto PCR de 783 pb indico
un genotipo natural, mientras que un tamafio de producto de aproximadamente 2,6 kb sugeria la insercion del intron
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del grupo Il en el sitio diana (Fig. 9). El plasmido de pérdida se comprob6 mediante la amplificacion del marcador de
resistencia (catP) y el origen de replicacién gram positivo (pCB 102). Esta cepa se us6é como cepa de base que
reemplaza un gen de 2,3-butanodiol deshidrogenasa R-especifico de Clostridium autoethanogenum con el gen de
2,3-butanodiol deshidrogenasa S-especifico de Klebsiella pneumoniae a través de la recombinacion homadloga
facilitada por PheS*.

Construccioén del plasmido pPheS-ErmB. El fragmento que contenia el casete PheS* (Seq. ID 27) y ColE1 con trad
(Seq ID No. 26) se amplifico de pMTL85151-PheS* (Seq ID No. 18) con los cebadores PheS-repH-F (SEQ ID No.
28) y trad-ermB-R (SEQ ID No. 29). El fragmento que contenia el origen de replicacion de pCB 102 (Seq ID No. 30)
se amplifico de la serie pMTL80000 (Heap et al., 2009) utilizando los cebadores RepH-ermB-F (SEQ ID No. 31) y
RepH-pheS-R (SEQ ID N° 32). El casete de resistencia a la eritromicina (SEQ ID No. 33) se amplificd de la serie
pMTL80000 (Heap et al., 2009) utilizando los cebadores ermB-traJ-F (SEQ ID No. 34) y ermB-repH-R (SEQ ID No.
35). Los productos de PCR descritos contenian superposiciones para facilitar el ensamblaje sin problemas. Fueron
ensamblados utilizando el kit de ensamblaje y clonacion GENEART Seamless de Life Technologies. El plasmido
resultante, pPheS*-ErmB se verificd mediante digestion de restriccion y analisis de fragmentos.

Amplificacion por PCR de las partes del plasmido para recombinacion homdloga. La estructura del vector que
contenia PheS* (SEQ ID N° 27) se amplificé a partir de pPheS*-ErmB (SEQ ID N° 36) utilizando los cebadores
AMO015 (SEQ ID N° 37) y AM035 (SEQ ID N° 38). El brazo de homologia en sentido ascendente (SEQ ID N° 39) se
amplifico a partir del ADN gendmico de C. autoethanogenum utilizando los cebadores AM016 (SEQ ID N° 40) y
AMO17 (SEQ ID N° 41). El gen de la butanodiol deshidrogenasa de K. pneumoniae (SEQ ID No. 42) se amplifico,
utilizando los cebadores AM018 (SEQ ID No. 43) y AM019 (SEQ ID No. 44), de pMTL85141-P-alsS-budA-budA
(Kopke et al., 2014). El casete de expresion de cloranfenicol acetiltransferasa (SEQ ID No. 45) se amplifico de la
serie pMTL80000 (Heap et al., 2009) utilizando los cebadores AM020 (SEQ ID No. 46) y AM021 (SEQ ID No. 47). El
brazo de homologia en sentido descendente (SEQ ID N° 48) se amplificé a partir del ADN gendémico de C.
autoethanogenum utilizando los cebadores AM022 (SEQ ID N° 49) y AM036 (SEQ ID N° 50).

Construcciéon del plasmido que contiene pheS* para recombinaciéon homologa. Los productos PCR anteriores
contenian superposiciones para facilitar el ensamblaje sin problemas. Fueron ensamblados utilizando el kit de
ensamblaje y clonacion GENEART Seamless de Life Technologies. El plasmido resultante, pPheS*-
CaBDHXXKpBDH se verificd mediante digestion de restriccion y analisis de fragmentos.

Introduccion de plasmidos, contra-seleccion y rastreo para la integracion. Se introdujo pPheS*-CaBDHXXKpBDH
como se describe en el documento W02012053905 en una cepa de C. autoethenogenum DSM23693 que tenia una
alcohol deshidrogenasa secundaria inactivada por ClosTron en la posicion 287 como se ha descrito anteriormente.
Los transformantes se seleccionaron por su capacidad de crecer en medio de agar PETC suplementado con 15
pg/ml de tiamfenicol (Sigma) y 10 pg/ml de trimetoprima (Sigma). Para seleccionar el doble entrecruzamiento de
recombinacion homologa exitosa, las colonias se reiniciaron en medio de agar PETC suplementado con 15 pg/ml de
tiamfenicol y 2 mg/ml de p-clorofenilalanina. Las colonias que crecieron se seleccionaron para la integracion por
PCR con los cebadores AM041 (SEQ ID N° 51) y AM042 (SEQ ID N° 52) que bordeaban el sitio de integracion fuera
de los brazos de homologia. La integracion exitosa se identific6 como la produccién de un producto PCR de 3570
pares de bases de longitud en comparacién con 3137 pares de bases para el natural (Figura 7). El producto de la
PCR se secuencié por fidelidad mediante la secuenciacion de Sanger y se encontré que era exactamente la
secuencia de insercion esperada, lo que confirmaba la integracion exitosa del fragmento facilitado por el marcador
contraseleccionable pheS*.

Tabla 3 - Cebadores utilizados en el Ejemplo 2

Nombre de cebador | Secuencia SEQID
AMO15 CTTGCCTTGCTCGTCGGT 37
AMO16 GACGAGCAAGGCAAGCAATTATAGTGAAAGATGTGAAGG 40
AMO17 ACCTTTTTCATAATTATCTCTCCTTTTTTATAATAGTATGG 41
AMO018 AGAGATAATTATGAAAAAGGTTGCATTAGTTAC 43
AMO19 CCTTACAATTTAATTAAATACCATACCACCGTC 44
AMO020 GTATTTAATTAAATTGTAAGGATCCTAGTCAG 46
AMO021 GTACTTTTTATGAGCTCTTAACTATTATATCAATTC 47
AMO022 AGAGCTCATAAAAAGTACTCATAGAATTGATTAAAAAATG 49
AMO035 AAGTGATAGTCAAAAGGCATAACAGTG 38
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AMO036 ATGCCTTTTGACTATCACTTATACATCTCCTTTAAATCCATTTG | 50
AMO041 CTGGAAAAGAACTCTTAGC 51
AMO042 TGCGGTGGAATACAATGG 52
PheS-repH-F GCAAGTTGAAAAATTCACGAAAGTTACACGTTACTAAAGG 28
traJ-ermB-R CACTATCAACACACTCTTAAGCTTGCCTTGCTCGTCGGTG 29
RepH-ermB-F GCTTTTGTAAATTTGCATAAAAATAAGAAGCCTGCATTTG 31
RepH-pheS-R TTTAGTAACGTGTAACTTTCGTGAATTTTTCAACTTGCC 32
ermB-traJ-F CACCGACGAGCAAGGCAAGCTTAAGAGTGTGTTGATAGTG 34
ermB-repH-R GCTTCTTATTTTTATGCAAATTTACAAAAGCGACTCATAG 35

La misma estrategia y el mismo plasmido también se pueden aplicar a C. ljungdahlii o C. ragsdalei. Se han descrito
los protocolos de transformacion (documento W02012/053905) (Leang, Ueki, Nevin, y Lovley, 2012).

La invenciéon se ha descrito en este documento, con referencia a ciertas realizaciones preferidas, con el fin de
permitir al lector poner en practica la invencion sin realizar una experimentacion excesiva. Sin embargo, cualquier
persona con experiencia ordinaria en la técnica reconocera facilmente que muchos de los componentes y
parametros pueden variarse o modificarse en cierta medida o sustituirse por equivalentes conocidos sin apartarse
del alcance de la invencion. Debe apreciarse que dichas modificaciones y equivalentes se incorporan en este
documento como si se expusieran individualmente.

A lo largo de esta memoria descriptiva y de las siguientes reivindicaciones, a menos que el contexto requiera lo

contrario, las palabras "comprende”, "que comprende" y similares, deben interpretarse en un sentido inclusivo en
lugar de un sentido exclusivo, es decir, en sentido de "que incluye, entre otros".
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REIVINDICACIONES

1. Una fenilalanina tRNA sintetasa modificada (PheS), en donde la PheS modificada tiene la secuencia de la SEQ ID
N° 21 que comprende al menos una alteracion en las posiciones de los aminoacidos 306 a 313.

2. La PheS modificada de la reivindicacion 1, en la que la PheS modificada aminoacila el ARNt con un analogo de
fenilalanina que se selecciona del grupo que consiste en clorofenilalanina, fluorofenilalanina y bromofenilalanina.

3. La PheS modificada de la reivindicacion 2, en la que el analogo de fenilalanina se selecciona del grupo que
consiste en DL-4-clorofenilalanina, p-clorofenilalanina, p-fluoro-L-fenilalanina, p-fluoro-DL-fenilalanina y p-bromo -L-
fenilalanina.

4. La PheS modificada de la reivindicacion 1, en la que la PheS modificada comprende una alteracién en la posicion
del aminoacido 311 de la SEQ ID N° 21.

5. La PheS modificada de la reivindicacion 4, en la que la PheS modificada comprende glicina en lugar de alanina en
la posicion de aminoéacido 311 de la SEQ ID N° 21.

6. Un acido nucleico que codifica la PheS modificada de la reivindicacion 1.

7. Un método para producir un microorganismo recombinante, que comprende introducir en un microorganismo
progenitor un vector que comprende un acido nucleico que codifica la PheS modificada de la reivindicacion 1.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que el método comprende ademas la seleccién frente a la expresion de la
PheS modificada.

9. El método de la reivindicacioén 8, en el que la seleccion frente a la expresion de la PheS modificada implica cultivar
el microorganismo recombinante en presencia de un analogo de fenilalanina seleccionado del grupo que consiste en
clorofenilalanina, fluorofenilalanina y bromofenilalanina.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que el analogo de fenilalanina se selecciona del grupo que consiste en
DL-4-clorofenilalanina, p-clorofenilalanina, p-fluoro-L-fenilalanina, p-fluoro-DL-fenilalanina y p-bromo L-fenilalanina.

11. El método de la reivindicacion 7, en el que el vector comprende ademas brazos de homologia que permiten la
recombinacion homdloga entre el vector y el genoma del microorganismo progenitor, un acido nucleico de interés y/o
un marcador de seleccién positiva.

12. El método de la reivindicacién 7, en el que el método comprende ademas seleccionar la expresion del marcador
de seleccion positiva, preferiblemente en el que el marcador de seleccidon positiva se selecciona del grupo que
consiste en CatP, ErmB o TetA.

13. El uso del PheS de la reivindicacion 1 como un marcador de contra-seleccion.

14. El método de la reivindicacion 9, en el que la PheS modificada comprende una alteraciéon en la posicion del
aminoacido 311 de la SEQ ID N° 21.

15. El método de la reivindicacion 14, en el que la PheS modificada comprende glicina en lugar de alanina en la
posicion de aminoacido 311 de la SEQ ID N° 21.
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FIG. 1

FIG. 2
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FIG. 3
E. coli MG1655 (SEQ 1D 20):
MSHLAELVASAKAAISQASDVAALDNVRVEYLGKKGHLTLOMTTLRELPPEERPAAGAVIN
EAKEQVQQALNARKAELESAALNARLAAETIDVSLPGRRIENGGLHPVTRTIDRIESFFGELGF
TVATGPEIEDDYHNFDALNIPGHHPARADHDTFWFDTTRLLRTQTSGVQIRTMKAQQPPIRII
APGRVYRNDYDQTHTPMFHOMEGLIVDTNISFTNLKGTLHDFLRNFFEEDLQIRFRPSYFPFT
EPSAEVDVMGKNGKWLEVLGCGMVHPNVLRNVGIDPEVYS GEAFE:
MGMERLTMLRYGVTDLRSFFENDLRFLKQFK

C. autoethanogenum (SEQ 1D 21):
VKGEFKMKEELKQIKENAFNELKNKKLDIEDIRVKYLGKKGELTKILRGMKDLSKEERPAIG
KLANEVRSTLENAIEEASKKIKSSAIQAKLONETIDITMPGIKQTVGKRHPLEQTLEEMKQIFIS
MGFTIEEGPEVEKDY YNFEALNIPKNHPARGEQDTFYINDNVVLRTQTSPIQVRTMEKQKPPI
KMISPGKVYRSDSVDATHSPIFYOMEGLVVDKGITFANLKGTLELFAKKLFGNDIRTKFRPHH
FPFTEPSAEMDASCFVCHGKGCRVCKGEGWIELLGCGMVHPQVLRNCGIDPEVYSGHFAF(GM
GVDRMVMLKYGIDDIRNMYESDMRFLNQE-

MG1655_ —-RSHLAELVASATAAISGASD-
VAALDNVRVEYVLOKKGHLUTUOMTUTLRELPPEERPA 55

LZ1561_

VRGEFEMKEELKOIKENAFNEL xﬁ\:‘ ¥ D FDV{‘V i\‘ﬂ AREGELTRILRGMEDLSYEERPA 60
MG 1655

AGAVINEAKEQVOOALNARK AELESAALNARLAAETIDVSLPGREIENGGLHPYTRTIDR 115
LZ1561

HGRLANEY RSTLENAIEEASKRIKSSAIQARLONETIDITMPGIRQTVORRHPLEGTLEE 120
MG 1655

ESFFGELGET VATGPEIEDDY HNEDALNIPGHEPARADHD TEW D TTRLLETOTSGVOL 175
LZ1561

i \.f.}lfi‘\'\-‘fllf‘_i lLB :PF\ P‘\D‘% Y "\cf E.'\i 1\3.’*: \}!1" A i( EUDTE“; INDNYVERTOQTSPIOQV 180
MG1655_ HTMRKAQOPPHIAPGEVYRND:
VDOTHTPMFHOMEGLIVDTNISETNLKGTLHDFLENF 234

LZ1561

RTMEKQKPPIKMISPGEY YRSDSVDATHSPIFYQMEGLY VDK GITPANLKGTLELFAKKL 240
MG1655_  FEEDLOQIRFEPSYFPFTEPSAEVDV . o MGK e - NG
WLEVLGCGMVHPNVLRNY 283

LZ1561

FGNDIRTKPRPHHFPFTEPSAEMDASCF VOHGK GOR VOKGEGWIBLLGCGMVH POVEIENC
300

FooEre MEF AFARITITTEE FE L WL ENE SRR RS TR

MG1655_ GIDPEVY SQFAFGMOMER LTMLRYGVTDLESFFENDLEFLEQFX 327
LZ1561_ (ﬂT)PE“v‘s"thAi‘(:\ﬁ{:’»D ﬁ’\, iE Ymnm“ NMYESDMRFLNQF- 343

25



ES 2 699 479 T3

Terminador CD0164

2 Union del cebader M13R Y
Unién del cebador M13F

oy &
STE
§

SMTLAS 5 1pheld”
& 8% by

HESE forigen

o
e

S

i

%\‘

|
RS &
k=3 :,_\:

Promotor ¢+

26



ES 2 699 479 T3

Brazo de homologia derecho

Brazo de homologia izquierdo

Replicdn gram negativo
Replicdn gram positivo

/ Marcador de seleccién positiva catP
Marcador de seleccion negativa HS-TK Promotor

FIG. 5

Brazo de homologia derecho

Brazo de homologia izquierdo

Replicén gram negativo
> Replicdn gram positivo

Marcador de seleccion positiva catP

Marcador de seleccion negativa pheS* .F’romotor

FIG. 6
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FIG.7
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FIG.9A

FIG. 9C
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