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DESCRIPCION
Nueva técnica para la clonacién directa de fragmentos gendmicos grandes y el ensamblaje multimolecular de ADN

La divulgacion se refiere a un método de clonacion y ensamblaje de acidos nucleicos, y mas particularmente a un
método de clonacion y ensamblaje de acido desoxirribonucleico (ADN).

La clonacion de ADN es una técnica central utilizada en biologia molecular y biotecnologia para estudios de la funcion
genética. Con el progreso de la tecnologia de secuenciacion de ADN y la disminucion de los costes de secuenciacion,
la secuenciacion de todo el genoma es cada vez mas facil. Los investigadores han descubierto que existen abundantes
recursos sin explotar en el genoma. Los fragmentos cortos de ADN se obtienen facilmente mediante PCR o sintesis
quimica, pero el método convencional de clonacion de fragmentos de ADN de mas de 10 kb depende de la
construcciéon y seleccién de bibliotecas de ADN. Los métodos convencionales de construccion y seleccion de
bibliotecas son complicados, consumen mucho tiempo y son laboriosos, y los fragmentos de ADN diana a menudo se
encuentran en varias regiones diferentes. Los investigadores subclonan los fragmentos, eliminan las secuencias
redundantes o las integran en una ruta biosintética completa para investigar la funcién de los genes, por lo que los
métodos convencionales de construccion y seleccién de bibliotecas ya no pueden satisfacer las necesidades de la
época, y los investigadores necesitan con urgencia métodos gendémicos simples, eficientes y rapidos. Técnicas de
clonacion y modificacion de ADN. Con el progreso de las técnicas utilizadas en biologia de sintesis, también se pueden
ensamblar fragmentos de ADN grandes de mas de 10 kb a partir de fragmentos pequefios seleccionados usando
ensamblaje de Gibson in vitro' o ensamblador de ADN in vivo?. Sin embargo, en el proceso de ensamblaje de ADN
anterior, los fragmentos pequefios solo se preparan mediante PCR o sintesis quimica, por lo que es facil introducir
mutaciones aleatorias que causen inconvenientes en estudios posteriores de funcion de los genes. Los métodos
anteriores requieren fragmentos de ADN que tengan una alta pureza y concentracién, y no se pueden usar para
ensamblar directamente un fragmento de ADN diana a partir de una mezcla de fragmentos de ADN genémico
enzimatico.

Una secuencia de ADN especifica de ADN gendmico se clona directamente en el vector, al que se hace referencia en
el presente documento como clonacién directa. Las proteinas recombinantes RecE y RecT del fago Rac son capaces
de mediar eficazmente la recombinacién homologa entre moléculas de ADN lineal en las células de E. coli, también
conocida como recombinacion lineal-lineal. RecE es una exonucleasa 5" a 3, y RecT es una proteina de hibridacion
de ADN monocatenario (ADNmc), y la interaccion proteina-proteina entre RecE y RecT es necesaria para la
recombinacion lineal-lineal, en particular, la eficiencia de la recombinacion lineal-lineal de la accion combinada de
RecET es 1000 veces mayor que la del efecto Unico. La técnica de clonacion directa de RecET puede capturar
directamente fragmentos de ADN gendémico de mas de 10 kb en un vector de expresion y también puede ensamblar
2-5 fragmentos de ADN. Se pueden encontrar sitios de enzimas de restriccion adecuados en el genoma para liberar
el fragmento de ADN diana, y luego el ADN gendmico y el vector lineal digeridos con enzimas de restriccion se
electroporan en células de E. coli que expresan la RecET recombinasa. El fragmento de ADN diana y el vector lineal
en las células se recombinan de forma homéloga mediante cajas homodlogas en ambos extremos para formar un
plasmido circular y, finalmente, las colonias que contienen la molécula de ADN recombinante se pueden obtener
mediante seleccion de antibiéticos y analisis de restriccion. Después de preparar el vector lineal y el ADN gendmico,
solo se necesitan 3 dias para completar la clonacion directa del fragmento de ADN diana. En la actualidad, esta técnica
se ha utilizado ampliamente en los estudios de clonacién y expresion heteréloga de rutas de biosintesis de productos
naturales bacterianos. Por ejemplo, diez grupos® de genes de policétido sintasas (PKS) de 10-52 kb/polipéptido
sintetasa no ribosomal (NRPS) derivados de Photorhabdus luminescens, grupos* de genes de sevadicina de 12 kb
derivados de Paenibacillus larvae, grupos® de genes de siringolina de 19 kb derivados de Pseudomonas syringae,
grupos® de genes de glidobactina de 25 kb derivados de Burkholderia DSM7029, grupos’ de genes de colibactina de
50 kb derivados de E. coli Nissle 1917.

Las ventajas de la clonacion directa impulsan muchas de las investigaciones relevantes en el campo en comparacion
con la construccion y seleccion de bibliotecas. Larionov et al., establecieron una técnica® de clonacion de TAR que se
basa en un sistema de recombinacion de levadura, y luego combinan TAR con la escision de Cas9 para aumentar la
eficiencia de la clonacion de TAR para una aplicacion®'® mas facil. La tecnologia de direccionamiento de segmentos
cromosomicos (CATCH) asistida por Cas9 establecida recientemente empalma grandes fragmentos de ADN en BAC"!
usando la escision in vitro de Cas9 y ensamblaje de Gibson. Actualmente, este método solo se aplica a genomas de
procariotas, y se requiere una seleccion previa de las colonias mediante PCR antes de la digestion con enzimas de
restriccion del ADN recombinante. De acuerdo con el conocimiento de los inventores, todos los métodos de clonacion
directa conocidos actualmente, incluidos los dos métodos anteriores, estan limitados a la manipulacién por parte de
algunos expertos.

Aunque la clonacion directa de RecET es conveniente para clonar fragmentos de ADN por debajo de 50 kb del genoma
bacteriano34.12, es dificil clonar fragmentos de ADN mas grandes del genoma bacteriano o clonar fragmentos de ADN
del genoma de mamifero. La razén es que la técnica de clonacion directa de RecET se basa en la expresion intracelular
de la RecET recombinasa, y la recombinaciéon homdloga ocurre solo cuando el vector de clonacién y el fragmento de
ADN diana entran simultaneamente en las células de E. coliy se retnen, lo que conduce a los siguientes defectos: (1)
Limita el tamafio de los fragmentos de ADN gendémico. Por ejemplo, no es posible clonar los fragmentos de ADN
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mayores de 50 kb del genoma bacteriano o clonar los fragmentos del genoma mayores de 10 kb de mamiferos (tal
como ratones y humanos). Esto se debe a que la concentracion de un determinado fragmento de ADN en el genoma
es muy baja, lo que da como resultado una pequefia probabilidad de que el fragmento de ADN diana y el vector de
clonacion entren en las células al mismo tiempo durante una transformacién. Ademas, debido a la influencia de la
fuerza de corte fisica durante la preparacion del ADN gendmico, cuanto mas grande es el fragmento de ADN diana,
menor es la concentraciéon en el genoma, lo que da como resultado de que la probabilidad de que el fragmento de
ADN diana entre a las células junto con el vector de clonacion sea menor. Los genomas de ratones (2800 Mb) y
humanos (3200 Mb) son casi tres 6rdenes de magnitud mas grandes que el genoma bacteriano (5 Mb), por lo que la
concentracion de fragmentos de ADN gendmico del mismo tamafio es mucho menor en el genoma de los mamiferos
que en las bacterias. Por lo tanto, la probabilidad de que el fragmento de ADN diana entre en células de E. coli
simultaneamente con el vector de clonacién es mucho menor cuando se clona directamente un fragmento de ADN
gendmico de mamifero. (2) Afectada por el numero de fragmentos de ADN, durante el ensamblaje de multiples
fragmentos, la eficiencia del ensamblaje se reduce drasticamente cuando el numero de fragmentos de ADN supera
los cuatro. En la actualidad, la técnica de clonacion directa de RecET solo ensambla hasta cinco fragmentos de ADN.
Para el ensamblaje de multiples fragmentos, cuanto mayor sea el nimero de fragmentos de ADN, menor sera la
posibilidad de que entren en las células juntos y menor sera la eficiencia del ensamblaje. Por lo tanto, el campo
necesita particularmente una técnica de clonacion directa facil de operar y ampliamente utilizada que no esté limitada
por el tamafio del fragmento de ADN resultante y la complejidad del genoma.

Para resolver el problema técnico de clonar directamente grandes fragmentos de ADN del genoma, los inventores
primero escinden el ADN gendmico y el vector de clonacion con exonucleasa in vitro, luego el producto de reaccion in
vitro se recombiné homologamente en presencia de RecET recombinasa para establecer la técnica de clonacion
ExoCET. La técnica ExoCET puede clonar fragmentos de ADN de mas de 100 kb directamente del genoma bacteriano
y clonar fragmentos de ADN de mas de 50 kb de células de mamiferos y sangre humana. La técnica ExoCET también
es capaz de ensamblar de manera eficiente al menos veinte fragmentos de ADN para formar un plasmido completo.

Al igual que la técnica de clonacién directa de RecET, ExoCET tiene una ventaja comparativa sobre la PCR en que
tiene alta fidelidad y no destruye el haplotipo de ADN, y el ADN diana se clona directamente en un vector plasmido
para facilitar los estudios de expresion. Ademas, ExoCET es mas eficiente que el ensamblaje de Gibson porque Gibson
se basa en moléculas de ADN circulares producidas por ensamblaje in vitro. Ademas, debido a la ciclacién del propio
portador vacio, el ensamblaje de Gibson puede producir un trasfondo muy serio en el proceso de clonacion directa,
que puede ser la razon por la que Jiang et al.,"" realizan una preseleccién por PCR antes de identificar el ADN
recombinante; también es la razon por la que Zhou et al.,'® necesita eliminar el fragmento de ADN genomico de 20 kb
0 menor generado por digestion de restriccion y electroforesis en gel de agarosa cunado se utiliza ensamblaje de
Gibson para clonar el grupo de genes de conglobatina del genoma de Streptomyces conglobatus.

ExoCET también se puede usar para clonar directamente fragmentos de ADN de genomas de mamiferos tales como
sangre, lineas celulares asociadas a enfermedades, etc., para facilitar los estudios de haplotipos de polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP) y para construir rapidamente un vector de direccionamiento isogénico de haplotipos (HIT)
para el direccionamiento de células madre humanas mediado por nucleasa. La importancia de la reprogramacion de
células madre humanas aisladas de pacientes, sangre del cordén umbilical o células somaticas en la investigacion
biomédica ha recibido cada vez mas atencion, y la investigacidon sobre la modificacion precisa del genoma de las
células madre también ha recibido una atencion generalizada. Modificar el genoma humano es mas desafiante que
modificar el genoma de los ratones de laboratorio debido a la compleja diversidad genética humana. La importancia
de la isogenicidad (similitud de secuencia) para la recombinacién homodloga se hizo evidente hace muchos afios
cuando la gente usaba células madre embrionarias de raton para el direccionamiento de genes'*. Sin embargo, no se
ha estudiado bien el efecto del desajuste de secuencias sobre la recombinacion homodloga. Por ejemplo, ;cuanta
eficiencia de recombinacién reduce un solo desajuste (un SNP o una insercién/eliminacion)? ; Como afecta la distancia
entre el sitio no coincidente y el sitio de recombinacion la eficacia de la recombinacion? ; Cémo afectan los multiples
desajustes a la eficiencia de la recombinacion? Estos problemas anteriores aun no se han aclarado. En cualquier caso,
el uso de secuencias idénticas en el direccionamiento de genes es claramente muy recomendable, por lo que ExoCET
es una técnica eficaz para obtener rapidamente cajas de homologia ideales. A diferencia del método de amplificacion
de cajas de homologia del genoma mediante PCR, ExoCET no esta limitado por el tamafio de los fragmentos, no
introduce mutaciones y es capaz de mantener un haplotipo de ADN. Ademas, los extremos de las cajas de homologia
también se pueden seleccionar de acuerdo con las formas de genotipificaciéon (tales como transferencia Southern o
PCR de ligacion), optimizando la longitud de las cajas de homologia. ExoCET, por lo tanto, ofrece ventajas para la
cirugia genoémica individualizada, especialmente cuando se combina con CRISPR/Cas9'5. ExoCET también se puede
utilizar como el método mas confiable para la genotipificaciéon de un genoma modificado, mientras que la transferencia
Southern y la PCR de ligacién y tienen sefiales positivas falsas.

Fu, J et al. Nature Biotech (2012) 30 (5): 440-446; el documento US 2015/072381; y Kolodner R et al., Mol Microbiol
(1994) 11 (1): 23-30 divulgan métodos basados en la recombinacién homéloga de RecET.

ExoCET es capaz de capturar selectivamente grandes fragmentos de ADN de genomas complejos, lo que lo convierte

en un medio de diagnostico de enfermedades y pruebas patolégicas. Por ejemplo, capturar secuencias de ADN
directamente de medicamentos individualizados o aislar virus de ADN de muestras de pacientes. ExoCET se utilizara
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ampliamente en la investigacion de gendmica funcional y gendmica comparativa, especialmente para la clonacién
directa de vias de sintesis de procariotas o el ensamblaje de multiples moléculas de ADN para biologia de sintesis.

La invencion esta definida por las reivindicaciones adjuntas.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un método de recombinacion homdloga, comprendiendo el método tratar
dos 0 mas moléculas de acido nucleico diana con una primera exonucleasa, recombinando las dos 0 mas moléculas
de acido nucleico diana después de ser tratadas en presencia de una segunda exonucleasa y una proteina de
hibridacion, cuando las moléculas de acido nucleico diana recombinadas comparten al menos una secuencia
homaloga.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de recombinacion homologa, el método comprende tratar una
primera molécula de acido nucleico y una segunda molécula de acido nucleico con una primera exonucleasa,
recombinando la primera molécula de acido nucleico y la segunda molécula de acido nucleico después de ser tratadas
en presencia de una segunda exonucleasa y una proteina de hibridacion, en la que la primera molécula de acido
nucleico y la segunda molécula de acido nucleico comparten al menos una secuencia homéloga.

En otro aspecto mas, la divulgaciéon proporciona un método para ensamblar una molécula de acido nucleico lineal,
comprendiendo el método tratar dos 0 mas moléculas de acido nucleico con una primera exonucleasa, recombinando
las dos o mas moléculas de 4cido nucleico después de ser tratadas en presencia de una segunda exonucleasa y una
proteina de hibridacion, en la que cada molécula de acido nucleico comparte al menos una secuencia homadloga con
una molécula de acido nucleico adyacente en un producto de ensamblaje resultante.

Ademas, la divulgacion proporciona un método de clonacion de ADN gendmico, el método comprende tratar una
mezcla de fragmentos de ADN genémico y un vector de clonacién lineal con una primera exonucleasa, recombinando
la mezcla de fragmentos de ADN gendmico y el vector de clonacion lineal después de ser tratado en presencia de una
segunda exonucleasa y una proteina de hibridacion, en la que el vector de clonacién lineal comparte al menos una
secuencia homologa con el fragmento de ADN diana de la mezcla de fragmentos de ADN gendmico.

Al menos una secuencia homéloga puede estar ubicada dentro o en un extremo de las dos o mas moléculas de acido
nucleico diana, particularmente, al menos una secuencia homéloga en un extremo de una molécula de acido nucleico
diana, y mas particularmente, todas las secuencias homdlogas en un extremo de las moléculas de acido nucleico
diana.

Al menos una secuencia homologa tiene una longitud de al menos 6, al menos 10, al menos 20, al menos 25, al menos
30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80 nucledtidos, particularmente 25, 40 u 80
nucleétidos, y mas particularmente 80 nucleétidos.

La primera exonucleasa puede ser una exonucleasa 5’ a 3’ o una exonucleasa 3’ a 5, particularmente ADN polimerasa
T4, fragmento Klenow de ADN polimerasa |, exonucleasa T5, exonucleasa T7 y mas particularmente ADN polimerasa
T4 o T5 exonucleasa.

El tratamiento en presencia de la primera exonucleasa comprende la union in vitro. La unién in vitro puede unir dos o
mas moléculas de acido nucleico diana o la primera molécula de &cido nucleico a la segunda molécula de acido
nucleico, o unir el vector de clonacion lineal tratado al fragmento de ADN diana de una mezcla de fragmentos de ADN
gendémico.

El tratamiento en presencia de la primera exonucleasa comprende digestion e hibridacion con enzimas; la digestion
enzimatica de diferentes moléculas de acido nucleico se puede realizar por separado o simultaneamente, tal como en
una mezcla de muestras.

El tratamiento en presencia de la primera exonucleasa comprende ademas anadir una ADN polimerasa, dNTP y ADN
ligasa.

El tratamiento en presencia de la primera exonucleasa comprende ademas la adicion de una ADN polimerasa que
tiene actividad exonucleasa 3’ a 5'.

El tratamiento en presencia de la primera exonucleasa excluye la adicion de dNTP.

El tratamiento en presencia de la primera exonucleasa comprende el tratamiento con ADN polimerasa T4 o el
ensamblaje de Gibson.

La segunda exonucleasa es RecE y, en particular, la RecE es un producto de expresiéon recombinante.

La proteina de hibridacion monocatenaria incluye RecA, RAD51, Redp, RecT, PluB o RAD52, y particularmente, la
proteina de hibridacién es RecT, mas particularmente, la RecT es un producto de expresion recombinante.
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La proteina de hibridacién es RecT, particularmente, la RecT es un producto de expresion recombinante.

La recombinacion homdloga se lleva a cabo in vitro o en una célula huésped.

La célula huésped puede ser una célula de levadura, particularmente la célula de levadura es una célula de
Saccharomyces cerevisiae; o una célula bacteriana, particularmente la célula bacteriana es Bacillus subtilis o
Escherichia coli.

La célula huésped expresa una exonucleasa, particularmente una segunda exonucleasa y una proteina de hibridacion.

La célula huésped expresa una exonucleasa, una proteina de hibridacién y Redy. En particular, la célula huésped
expresa ademas RecA, mas particularmente, la célula huésped expresa RecE, RecT, Redy y RecA.

La célula huésped es una célula de E. coli que expresa RecE y/o RecT de longitud completa, particularmente, la célula
huésped es una célula de E. coli que expresa RecE, RecT y Redy de longitud completa, mas particularmente la célula
huésped es una célula de E. coli que expresa RecE, RecT, Redy y RecA de longitud completa.

La célula huésped es una célula de E. coli que expresa RecE y RecT truncadas.

La célula huésped es una célula de E. coli que expresa Reda y Redp.

La célula huésped expresa una exonucleasa en un vector plasmido y/o cromosoma, particularmente, la segunda
exonucleasa, la proteina de hibridacion, Redy y/o RecA, particularmente, que son expresadas por un vector plasmido,
y mas particularmente, expresadas por un vector plasmido y un cromosoma simultdneamente.

La molécula de acido nucleico diana o el fragmento de ADN diana es un segmento de ADN lineal seleccionado de un
fragmento de ADN digerido por endonucleasa, un fragmento de ADN amplificado por PCR, un fragmento de ADN
genomico, un miembro de la biblioteca de ADNc, un fragmento derivado de cromosomas artificiales bacterianos (BAC)
y un fragmento de vectores de clonacién.

La endonucleasa puede ser una enzima de restriccion o una endonucleasa programable, tal como Cas9.

El nimero de moléculas de acido nucleico diana o fragmentos de ADN es 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20 o mas.

La molécula de acido nucleico diana comprende una secuencia de 0,5 kb o mas (por ejemplo, 1 kb o mas, 2,5 kb o
mas, 4 kb o mas, 5 kb o mas, 7,5 kb o mas, 10 kb o mas, 15 kb o mas, 20 kb o mas, 25 kb o mas, 40 kb o mas, 50 kb
0 mas, 75 kb o mas o 100 kb o mas).

Las dos o mas moléculas de acido nucleico diana, la primera molécula de acido nucleico diana y la segunda molécula
de acido nucleico diana o fragmentos de ADN diana comprenden uno o mas fragmentos de ADN amplificados por
PCR, fragmentos de ADN genémico, miembros de la biblioteca de ADNc y/o un fragmento derivado de BAC.

La primera exonucleasa tiene actividad exonucleasa de 3’ a 5’ y, en particular, es ADN polimerasa T4.

El tratamiento con una exonucleasa se lleva a cabo in vitro en ausencia de dNTP.

La segunda exonucleasa es una RecE de longitud completa.

La proteina de hibridacién es RecT.

La recombinaciéon homdloga se lleva a cabo en una célula huésped bacteriana que expresa RecE y RecT de longitud
completa, particularmente en Escherichia coli.

Las dos o mas moléculas de acido nucleico diana comprenden uno o méas fragmentos de ADN amplificados por PCR,
fragmentos de ADN gendmico, miembros de la biblioteca de ADNc y/o un fragmento derivado de BAC, plasmido lineal
y/o fragmento de vector de clonacion, y particularmente, tres o mas plasmidos lineales y/o fragmentos de vector de
clonacion.

La primera exonucleasa comprende un ensamblaje de Gibson.

La segunda exonucleasa es RecE de longitud completa.

La proteina de hibridacién es RecT.

La recombinacion homologa se lleva a cabo en una célula huésped bacteriana que expresa RecE y RecT de longitud
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completa, particularmente en E. coli.

Las dos o mas moléculas de acido nucleico diana incluyen tres o mas fragmentos de ADN amplificados por PCR,
fragmentos de ADN gendmico, miembros de la biblioteca de ADNc y/o un fragmento derivado de BAC, plasmidos
lineales y/o fragmentos de vector de clonacion, particularmente tres o méas plasmidos lineales y/o fragmentos de vector
de clonacion.

La primera exonucleasa comprende un ensamblaje de Gibson.
La segunda exonucleasa es RecE de longitud completa.
La proteina de hibridacién es RecT.

La recombinacion homologa se lleva a cabo en una célula huésped bacteriana que expresa RecE y RecT de longitud
completa, particularmente en E. coli.

También se proporciona un kit que comprende la primera exonucleasa y la segunda exonucleasa descritas en el
método anterior, o un acido nucleico que codifica la primera exonucleasa y la segunda exonucleasa descritas en el
método anterior.

Un kit comprende la primera exonucleasa y la segunda exonucleasa descritas en el método anterior, o un acido
nucleico que codifica la primera exonucleasa y la segunda exonucleasa. En particular, el kit comprende ademas una
célula huésped que expresa la segunda exonucleasa, en particular, la célula huésped expresa una exonucleasa, una
proteina de hibridacién y Redy, en particular, la célula huésped también expresa RecA, mas particularmente, la célula
huésped expresa RecE, RecT, Redy y RecA, la célula huésped puede ser una célula de levadura, particularmente la
célula de levadura es una célula de Saccharomyces cerevisiae; o una célula bacteriana, particularmente la célula
bacteriana es Bacillus subtilis o Escherichia coli. La célula huésped expresa una exonucleasa, una proteina de
hibridacion, Redy y/o RecA en un vector plasmido y/o cromosoma simultaneamente, particularmente, expresada por
un vector plasmido, mas particularmente, expresado por un vector plasmido o cromosoma, ademas particularmente,
el kit puede comprender ademas uno o mas vectores lineales preparados previamente.

La primera exonucleasa es una ADN polimerasa que tiene actividad exonucleasa 3’ a 5', tal como ADN polimerasa
T4, fragmentos Klenow de ADN polimerasa |, exonucleasa T5 o exonucleasa T7, la segunda exonucleasa es RecE de
longitud completa.

El kit comprende ademas una célula huésped que expresa una segunda exonucleasa, particularmente, la célula
huésped comprende un &cido nucleico que codifica RecE, RecT, Redy y RecA de longitud completa.

El kit comprende ademas uno o0 mas vectores lineales preparados previamente.

Uso del método o kit antes mencionado en la construccion de un vector de direccionamiento.
Uso del método o kit antes mencionado en la genotipificacion de células de mamifero.

Uso del método o kit antes mencionado en la sintesis de ADN.

La Figura 1 muestra la accién concertada del ensamblaje in vitro y RecE/RecT de longitud completa mejora la eficacia
de la clonacion directa. (a): diagrama esquematico de la clonacion directa del grupo de genes lux de 14 kb del genoma
de P. phosphoreum ANT-2200. El vector p15A-cm y el fragmento de ADN gendmico diana tienen la misma secuencia
al final. (b): Los brazos de homologia mas largos aumentan la eficiencia de clonacién de ExoCET. Los vectores lineales
con cajas de homologia de 25 pb, 40 pb u 80 pb se mezclaron con ADN genémico, respectivamente, y la reaccion se
llevo a cabo durante 20 minutos a 25 °C con 0,02 U pl' de T4pol antes del hibridacion y conversion a GB05-dir de E.
coli inducida por arabinosa. Barras de error, DE; n = 3. (c): Optimizacién de la concentracion de T4pol. El vector lineal
con cajas de homologia de 80 pb y el ADN gendémico se trataron de la misma manera que en (b), excepto por la
diferente concentracion de T4pol. (d): Efecto del tiempo de incubacion de T4pol sobre la eficacia de la clonacion. Al
igual que con (c), se utilizaron 0,02 U ul-' de T4pol, pero con diferentes tiempos de incubacion. (e): Un mayor nimero
de copias de ETgA aumenta la eficiencia de clonacién de ExoCET. Al igual que con (d), el tiempo de incubacion fue
de 1 h, y luego los productos ensamblados in vitro se electroporaron por separado en E. coli GB0O5-dir inducida por
arabinosa (con una copia de ETgA en el cromosoma), que contenia GB2005 (con 5 copias de ETgA en el plasmido
pSC101) de pSC101-BAD-ETgA-tet o que contienen GB05-dir (con 6 copias de ETgA) de pSC101-BAD-ETgA-tet. (f):
ExoCET aumenta la eficiencia de la clonacion directa. Al igual que con (e), se us6 GBO5-dir (ExoCET) que contenia
pSC101-BAD-ETgA-tet, o no se usé tratamiento con T4pol (ETgA) o no se usé induccion de arabinosa (T4pol).

La Figura 2 muestra el efecto de diferentes exonucleasas sobre la clonacion directa del grupo de genes /ux. El vector

p15A-cmy el ADN gendmico de P. phosphoreum se trataron con exonucleasa, se hibridaron y luego se electroporaron
en E. coli GB05-dir inducida por arabinosa. (a): Deteccion inicial de diferentes exonucleasas. (b-d): Optimizacién de
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las concentraciones de Kle, T5exo y T7exo. (e): Comparacion de la eficiencia de clonacion después de 20 min de
digestion con T4pol, Kle, T5exo y T7exo a concentraciones 6ptimas. (f): Optimizaciéon de la temperatura y el tiempo
de digestion de T4pol (0,02 U ul'). Barras de error, DE; n = 3.

La Figura 3 muestra el efecto de la velocidad de hibridacion sobre la clonacién directa de los grupos de genes fux.
Barras de error, DE; n = 3. El vector p15A-cm y el ADN gendmico de P. phosphoreum se digirieron con 0,02 U ul-' de
T4pol y luego se hibridaron en diferentes métodos (A, B, C) y finalmente se electroporaron en E. coli GB05-dir inducida
por arabinosa.

La Figura 4 es un diagrama de flujo de la preparacién del vector de clonacién lineal y la técnica de clonacién directa
ExoCET. (a): El vector p15A-cm se preparé mediante amplificacion por PCR y los cebadores empleados llevan una
caja de homologia de 80 nucleétidos. (b): La estrategia estdndar para la clonacién directa de ExoCET. El producto
ensamblado in vitro se transformé en GBO05-dir inducido por arabinosa que contenia pSC101-BAD-ETgA-tet, y se
obtuvo el recombinante correcto mediante seleccion de antibidticos.

Figura 5 (a): La posicion de las cajas de homologia de 80 pb entre los fragmentos de ADN gendémico p15A-cm y lux
de 14 kb: (A) Ambas cajas de homologia estaban muy al extremo; (B, C) uno estaba ubicado a 1 kb del extremo y el
otro estaba muy al extremo; (D) Ambos estaban ubicados a 1 kb del extremo. Las condiciones de reaccién fueron las
mismas que en (1f). (b): El nUmero de colonias se obtuvo mediante la combinaciéon de ETgA, T4pol o ExoCET con las
cuatro cajas de homologia anteriores. (c): Utilizando ExoCET y cajas de homologia terminal en GB2005, se obtuvo la
eficiencia de clonacion directa del grupo de genes lux de 14 kb mediante las diferentes combinaciones de proteinas
recombinantes expresadas por el plasmido pSC101: ETg no expresa RecA; Eg, no expresa RecA y RecT expresos;
Tg no expresa RecA y RecE; vector vacio pSC101-tet. Barras de error, DE; n = 3.

La Figura 6 muestra la clonacion directa del grupo de genes de salinomicina de 106 kb utilizando el ADN genémico de
Streptomyces albus digerido con EcoRV o Cas9. (a): Bajo la acciéon de ExoCET, el grupo de genes de salinomicina se
clono a partir de ADN gendmico digerido con EcoRV o Cas9 gARN2/Cas9-gARNY y luego se insertd en el vector
pBeloBAC11. La caja de homologia (azul) se insertd primero en el vector BAC y el vector BAC se linealizé mediante
digestién con BamHI para que fuera un vector de clonacién directa. La longitud de la caja de homologia se marcé al
final del fragmento de ADN gendmico. (b): Andlisis de restriccion con Pvull de ADN recombinante, los clones correctos
se marcaron con flechas.

La Figura 7 muestra una comparacion de la eficiencia del ensamblaje de ExoCET y Gibson. (a): Un diagrama
esquematico de la clonacién directa de un fragmento de ADN de 45 kb que contiene el gen Wnt4 del genoma del ratén
usando las cajas de homologia terminal. (b): Numero de colonias obtenidas por los métodos ExoCET y Gibson. El
ADN gendmico de ratén digerido con p15A-cm y Swal se traté con ExoCET y Gibson, respectivamente, y luego se
transformé en el GB0O5S que contiene pSC101-BAD-ETgA-tet-dir, ya sea por induccion con arabinosa (ExoCET o Gibson
+ ETgA) o sin induccion (T4pol o Gibson). (c): Un diagrama esquematico del ensamblaje de multiples fragmentos de
ADN en plasmidos mediante T4pol, ExoCET, Gibson y Gibson + ETgA. El intervalo de tamafio del fragmento de ADN
fue de 1,0 kb a 5,4 kb, el intervalo de tamafo del plasmido p5A ensamblado fue de 29,8 kb a 54,9 kb y los plasmidos
fueron resistentes al cloranfenicol (cm). (d): El nimero de clones y la tasa correcta obtenida por el experimento de
ensamblaje de multiples fragmentos. El producto ensamblado in vitro se transformé en GB05-dir que contiene pSC101-
BAD-ETgA-tet, ya sea por induccion con arabinosa (ExoCET o Gibson + ETgA) o sin inducciéon (T4pol o Gibson).

La Figura 8 muestra la construccion de vectores HIT (direccion isogénica de haplotipo) para DPY30 usando ADN
genomico de mamifero. (a): diagrama esquematico de la clonacion del codon de terminacion DPY30 utilizando ADN
genomico humano digerido con Spel. Una vez completada la clonacién directa, el extremo terminal C de DPY30 se
marcé con el elemento mVenus'®'” de la recombinacion de RedaB. (b): Empleando el ADN gendmico aislado de
sangre humana como plantilla, el ADN recombinante clonado directamente por ExoCET se sometié a analisis de
digestion con EcoRI. (c): Analisis de digestion con EcoRI del ADN recombinante obtenido por clonacién directa a través
de ExoCET y ADN genoémico aislado de células 293T de rifion embrionario humano. (d): El analisis de digestion Pvull
del ADN recombinante obtenido después de insertar el elemento mVenus mediante recombinacion con Redaf. Todos
los clones obtenidos fueron correctos, siendo el carril 11 el control. El clon correcto estaba marcado con flechas.

La Figura 9 muestra la construccion de vectores HIT (direcciéon isogénica de haplotipo) para Dpy30 usando ADN
gendmico de raton. (a): Un diagrama esquematico de la clonacion del codén de terminacion Dpy30 utilizando ADN
genomico de raton digerido con BamHI+Kpnl. Una vez clonado directamente, el extremo terminal C de DPY30 se
marcé con un casete mVenus'®'7 usando recombinacion de Redaf. (b): Analisis de digestion con EcoRI para el ADN
recombinante obtenido por clonacion directa a través de ExoCET y ADN gendmico aislado de células B16 de
melanoma de raton. (c): Analisis de digestion Nhel del ADN recombinante obtenido insertando el elemento mVenus
de la ingenieria recombinante Redaf. Todos los clones obtenidos fueron correctos, siendo el carril 11 el control. El
clon correcto estaba marcado con flechas.

La Figura 10 muestra el genotipado de células de mamiferos usando ExoCET. (a): Un diagrama esquematico de

genotipado usando ExoCET. Los sitios de restriccion se ubicaron secuencia arriba y secuencia abajo del elemento
objetivo, respectivamente. (b): Genotipado de células madre embrionarias de ratén dirigidas por Kmt2d-AID-neo con
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resistencia a kanamicina usando ExoCET. Se liber6 del genoma un fragmento de ADN que contenia un elemento de
direccionamiento utilizando Sspl y Spel. La clonacién de ExoCET se realizé usando 10 ug de ADN gendémico digerido
por restriccion y vector p15A-cm amplificado por PCR. Los fragmentos de direccién y los fragmentos de tipo silvestre
clonados en el vector p15A pueden separarse mediante digestion con enzimas de restriccion y doble raya.

La Figura 11 muestra el analisis de restriccion con EcoRV + Pstl de colonias resistentes a cloranfenicol obtenidas por
genotipado de ExoCET de células madre embrionarias de raton dirigidas a Kif4-Venus neo.

La ingenieria recombinante de ADN es una técnica de ingenieria genética para modificar moléculas de ADN en células
de E. coli, que esta mediada por recombinacién homéloga de las proteinas sin/exo del fago (principalmente Reda y
RedB)'®-22. La ingenieria recombinante de ADN se descubrié por primera vez en la cepa sbcA de E. coli (represor
recBC), que tiene una actividad que media eficazmente la recombinacion homéloga entre moléculas de ADN con cajas
de homologia®3. La cepa sbcA fue descubierta en un experimento clasico de AJ Clark en busca de una via de
recombinacién homéloga en E. coli. Usé la cepa recBC, que es muy sensible al dafio del ADN, para detectar su
inhibidor, y encontré cepas mutantes de sbcA con actividades de expresion de RecE y RecT 2426, Estudios posteriores
han demostrado que RecE y RecT se expresan mediante el fago Rac integrado en los cromosomas, que funcionan de
manera idéntica al fago Reda y RedB?’, y solo 280 aminoacidos en el extremo terminal C de la proteina RecE se
expresan en la cepa mutante sbcA?8-30. La RecE truncada es similar a Reda (266 aminoacidos) y es una exonucleasa®’
de 5" a 3'. RecT es similar a Redp y es una proteina de hibridacion monocatenaria (SSAP)32. RecE/RecT y Reda/Redp
pertenecen al par de proteinas syn/exo exonucleasa5’ a 3' /[SSAP?':33 y es necesario un potencial de interaccion
proteina-proteina especifico entre cada par de proteinas para la recombinacién homologa de ADN bicatenario?®:3435,
La recombinacién homdloga mediada por Reda/Redf ocurre principalmente en la horquilla de replicacion y requiere
replicacion simultanea. Aunque los inventores descubrieron inicialmente técnicas de ingenieria recombinante a través
de RecE/RecT truncada, los inventores utilizaron posteriormente Reda/Redp para modificar moléculas de ADN porque
estas Ultimas eran mas eficientes'®3842. No obstante, los inventores estan estudiando constantemente las
caracteristicas de RecE/RecT, y encontraron que los 600 residuos de aminoacidos en el extremo terminal N de RecE
cambian su actividad de recombinacién de dependiente de la replicacion a independiente de la replicacion®. Por lo
tanto, dos moléculas de ADN lineales pueden formar un plasmido circular mediante recombinacién homadloga eficiente
a través de una caja homodloga muy corta. En comparacion con la ingenieria recombinante Reda/Redf, este
mecanismo de recombinacioén lineal-lineal tiene diferentes aplicaciones, tal como la clonacién directa de grandes
fragmentos de ADN del genoma®*%'2 o la realizacion de ensamblajes de muiltiples fragmentos de ADN543,

La divulgacion proporciona un método de recombinaciéon homoéloga (recombinacién lineal-lineal) entre dos o0 mas
moléculas de acido nucleico lineal diana que comparten al menos una secuencia homologa. El método comprende la
mezcla de moléculas de &cido nucleico lineal diana tratadas con una primera exonucleasa; luego, las moléculas de
acido nucleico lineal diana tratadas se someten a recombinacion homdloga en presencia de una segunda exonucleasa
y una proteina de hibridacién. La segunda exonucleasa puede ser RecE, y la secuencia de aminoacidos de RecE de
longitud completa de E. coli K12 se divulga en el documento WO2011/154927. O la segunda exonucleasa también
puede ser RecE truncada, y las formas truncadas de RecE incluyen la proteina RecE que consta de los aminoacidos
588-866, 595-866, 602-866 0 606-8662°.

La recombinaciéon homdloga estd mediada por la segunda exonucleasa y la proteina de hibridacién. En algunas
realizaciones, la proteina de hibridacién usada en los métodos de la divulgacion es la proteina hibridada divulgada en
el documento WO02011/154927. En particular, la proteina de hibridacién es RecT o un fragmento de la misma (derivado
del fago Rac). Mas particularmente, la proteina de hibridacion es la RecT de longitud completa y la segunda
exonucleasa es la RecE de longitud completa. Sin embargo, se puede usar cualquier otra proteina de hibridacién
adecuada siempre que la proteina de hibridacion interactie con la exonucleasa usada. En el documento WO
02/062988 se proporcionan ejemplos de otras proteinas de hibridacién adecuadas. La recombinacion lineal-lineal
puede ocurrir en las células huésped que carecen de expresion de RecT, tales como la cepa GB2005 de E. coli,
posiblemente debido a la presencia de ciertas actividades enddgenas similares a RecT. Sin embargo, la eficiencia de
la recombinacién lineal-lineal mediada por RecE de longitud completa aumenta significativamente en presencia de
RecT.

Los métodos de la divulgacion pueden verse afectados total o parcialmente en una célula huésped. Las células
huésped adecuadas incluyen células de muchas especies, incluidos parasitos, procariotas y eucariotas, pero bacterias
tales como bacterias Gram negativas son los huéspedes preferidos. Mas particularmente, la célula huésped es una
célula bacteriana entérica tal como células de Salmonella, Klebsiella, Bacillus, Neisseria, Photorhabdus o Escherichia
Coli (el método de la divulgacion juega un papel eficaz en todas las cepas de E. coli que se han probado). Una célula
huésped preferida es E. coli K12. Sin embargo, cabe sefialar que los métodos de la divulgaciéon son igualmente
aplicables a células u organismos eucariotas, tales como células de hongos, levaduras, plantas o animales. Se ha
demostrado que este sistema es funcional en las células madre embrionarias de ratén y es razonable especular que
también es funcional en otras células eucariotas. La célula huésped es tipicamente una célula huésped aislada, pero
pueden ser células huésped no aisladas.

La célula huésped de la divulgacion comprende un acido nucleico que codifica una exonucleasa (particularmente RecE
de longitud completa), una proteina de hibridacion (particularmente RecT) y Redy. En algunas realizaciones, la célula
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huésped comprende ademas un acido nucleico que codifica RecA. Particularmente, la célula huésped expresa RecE,
RecT y Redy, y opcionalmente RecA. Mas particularmente, la célula huésped expresa RecE, RecT, Redy y RecA.

La exonucleasa, la proteina de hibridacion, Redy y/o RecA de la divulgacion pueden ser un producto de expresion
recombinante de un ADN extrafio en una célula huésped, por ejemplo, expresado por un vector transformado en una
célula huésped. Un ejemplo de un vector adecuado es el plasmido pSC101, aunque también se pueden usar otros
vectores adecuados. Puede usarse cualquier promotor adecuado para impulsar la expresion de estas proteinas. Sin
embargo, en el caso de expresar RecE, se prefiere un promotor inducible tal como un promotor inducible por arabinosa
(Psap) o un promotor inducible por ramnosa (Prnasr). Estos promotores son bien conocidos en la técnica.

La célula huésped de la divulgacién expresa una exonucleasa, una proteina de hibridacion, Redy y/o RecA por los
promotores inducibles en un vector plasmido o un cromosoma. En particular, la exonucleasa, la proteina de hibridacion,
Redy y/o RecA se expresan en la célula huésped mediante un vector plasmido. Méas particularmente, la exonucleasa,
la proteina de hibridacion, Redy y/o RecA se expresan simultdneamente en la célula huésped por el vector plasmido
y el cromosoma.

El genoma de la célula huésped de E. coli K12 consiste en una copia endégena del gen recE de longitud completa y
el gen recT, que estan presentes en el fago Rac que se ha integrado en el genoma del huésped. Sin embargo, dado
que el gen es silencioso, la expresion de RecE de longitud completa no puede ocurrir naturalmente a partir del gen
integrado. Por lo tanto, en realizaciones en las que la exonucleasa 5 a 3’ se expresa mediante ADN exdgeno, el
método se puede llevar a cabo en ausencia de un gen recE enddgeno.

También se proporcionan células huésped transformadas con la molécula de acido nucleico codificante de la
exonucleasa anterior. En particular, la exonucleasa se expresa mediante la molécula de acido nucleico y, por lo tanto,
la divulgacion también proporciona la célula huésped que expresa la exonucleasa enumerada en el método de la
divulgacion. La exonucleasa se expresa particularmente bajo el control de un promotor inducible, tal como un promotor
inducible por arabinosa (Psab) 0 un promotor inducible por ramnosa (Prhasr).

En las realizaciones anteriores, los métodos de la divulgacion pueden verse afectados total o parcialmente in vitro. Por
ejemplo, se puede usar exonucleasa 5 a 3’ purificada y proteina de hibridacion (particularmente proteinas RecE y
RecT purificadas), o se puede usar un extracto de células de E. coli que expresan la exonucleasa 5" a 3’ y la proteina
de hibridacion. Cuando el método se lleva a cabo in vitro, es ventajoso pretratar la primera y la segunda moléculas de
acido nucleico diana lineales para exponer extremos homoélogos monocatenarios.

La recombinacion lineal-lineal requiere que se comparta al menos una secuencia homéloga entre las moléculas de
acido nucleico lineal diana en las que se produce la recombinacion homdloga. En algunas realizaciones, la primera
molécula de acido nucleico diana comparte una secuencia homéloga con la segunda molécula de acido nucleico diana
para realizar la recombinacién lineal-lineal entre la primera y la segunda moléculas de acido nucleico diana, para
producir un producto lineal. En las realizaciones en las que se produce una recombinacion lineal-lineal entre el primer
y el segundo acidos nucleicos lineales y uno o mas acidos nucleicos lineales adicionales para formar un producto
lineal, cada acido nucleico lineal comparte una secuencia homéloga con el acido nucleico lineal que forma su vecino
en los productos lineales de la reaccién de recombinacién lineal-lineal. En realizaciones en las que se produce una
recombinacion lineal entre el primer y segundo acidos nucleicos lineales y una o mas moléculas de &cido nucleico
diana lineales adicionales, para formar un producto ciclico, cada acido nucleico lineal comparte una secuencia
homdloga con el acido nucleico lineal que forma su vecino en el producto ciclico de la reaccién de recombinacion
lineal-lineal. En algunas realizaciones, la primera molécula de acido nucleico diana y la segunda molécula de acido
nucleico diana comparten dos secuencias homologas para realizar una recombinacién lineal-lineal entre la primera y
la segunda moléculas de acido nucleico diana, para formar una molécula ciclica. Los expertos en la técnica saben
cémo disefar secuencias homologas para formar moléculas lineales o ciclicas.

En particular, al menos una caja de homologia esta al final de cada fragmento lineal. Cuando las cajas de homologia
estan al final de cada fragmento lineal y las diferentes cajas de homologia estan en el otro extremo, estas secuencias
homologas o ‘cajas homadlogas’ producen la configuracion optima, y la construccidon de estas cajas de homologia
permite la recombinacion para generar un anillo. La recombinacion lineal puede ocurrir cuando la caja de homologia
no esta al final, pero la eficiencia se reduce. Por lo tanto, en una realizaciéon preferida, al menos una secuencia
homologa se localiza en el extremo mas externo de uno o ambos extremos de la molécula de acido nucleico diana.
En algunas realizaciones, al menos una secuencia homologa es interna a la determinada molécula de acido nucleico
diana.

Las secuencias homdlogas de la divulgacién son de al menos 4, al menos 6, al menos 10, al menos 20, al menos 30,
al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos 100 nucledtidos de longitud.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, las secuencias homologas son de 4-6, 6-9, 6-30, 6-100, 10-20, 20-29, 20-40,
20-50, 10-100, 25-30, 25-40, 25-50, 30-40, 30-50, 40-50, 40-80 o mas de 80 nucledtidos. La eficacia de la
recombinacion homéloga aumenta con la longitud de las cajas de homologia utilizadas, por lo que se pueden utilizar
cajas de homologia mas largas.
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"Homologo" entre dos moléculas de acido nucleico significa que cuando las secuencias de dos moléculas de acido
nucleico estan alineadas, hay muchos residuos de nucleétidos que son idénticos en la misma posicion en la secuencia.
El grado de homologia es facil de calcular.

(Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York,1988; Biocomputing. Informatics
and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York,1993;

Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey,1994;
Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press,1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov,
M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York,1991).

En algunas realizaciones, los métodos de la divulgacién comprenden unir una pluralidad de moléculas de &cido
nucleico lineales para formar una molécula de &cido nucleico circular, tal como un plasmido circular. Cada molécula
de acido nucleico diana comparte al menos una secuencia homadloga con una molécula de acido nucleico diana que
forma su vecina en el producto ciclico resultante y se somete a recombinacion lineal-lineal de acuerdo con los métodos
de la divulgacion. El numero de moléculas de acido nucleico diana es 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20 o mas.

En algunas realizaciones, al menos una de las moléculas de acido nucleico lineal diana comprende un marcador de
seleccion para permitir la seleccién del recombinante correcto. En la divulgacion se puede utilizar cualquier marcador
de seleccién adecuado. En algunas realizaciones, el marcador de seleccion es un gen de resistencia a antibitticos,
por ejemplo, un gen de resistencia al cloranfenicol, ampicilina, kanamicina o blasticidina.

La molécula de acido nucleico lineal diana puede derivarse de cualquier fuente adecuada. Por ejemplo, se pueden
incluir secuencias de acido nucleico de eucariotas o procariotas. En algunas realizaciones, la primera molécula de
acido nucleico lineal diana es ADN gendmico. Normalmente, el ADN gendmico es un fragmento de ADN genémico. El
ADN genomico consta particularmente de una secuencia diana. En algunas realizaciones, se puede obtener un
fragmento de ADN gendmico mediante escision o digestion de ADN gendmico (por ejemplo, usando una enzima de
restriccion) para obtener una secuencia diana completa que lo contiene. En algunas realizaciones, la primera molécula
de acido nucleico lineal diana (tal como un fragmento de ADN gendmico, un miembro de la biblioteca de ADNc o un
fragmento derivado de BAC) comprende una secuencia diana de 2 kb o mas (por ejemplo, 2,5 kb 0 mas, 4-kb o mas,
5-kb 0 mas, 7.5-kb o mas, 10 kb o mas, 15 kb o mas, 20 kb o mas, 25 kb o mas, 40 kb o mas, 50 kb o mas, 75 kb o
mas 0100 kb o mas). En particular, la secuencia diana es la region completa entre las cajas de homologia en cada
extremo de la primera molécula de acido nucleico lineal diana. Por ejemplo, un grupo de genes que codifica una via
de metabolitos secundarios o una via de sintesis de acidos grasos. En algunas realizaciones, los métodos de la
divulgacion se pueden usar para clonar directamente una regién de ADN de un genoma animal humano o no humano.
Por ejemplo, terapias regenerativas para la investigacion de la salud o para la correccién por direccionamiento génico.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, la primera molécula de acido nucleico diana comprende o consiste en un
fragmento de ADN gendmico de un animal humano o no humano. El fragmento de ADN genémico puede comprender
una secuencia diana, tal como un gen que comprende una mutacién, en la que mutacion da como resultado una
enfermedad o afeccion y la modificacion de la mutacidon a una secuencia de tipo silvestre puede tratar o prevenir la
enfermedad o afeccidn. En realizaciones en las que la primera molécula de acido nucleico diana es un fragmento de
ADN genoémico, la segunda molécula de acido nucleico diana es particularmente un vector de clonacion lineal.

En realizaciones en las que la primera molécula de acido nucleico diana es un fragmento de ADN gendmico, el método
comprende generar una primera molécula de &cido nucleico diana digiriendo o escindiendo el ADN gendémico para
obtener un fragmento de ADN gendmico lineal que comprende la secuencia diana, luego, la primera exonucleasa se
usa para tratar la mezcla del fragmento de ADN gendmico y el vector de clonacion lineal, procesando las etapas de
escision de la molécula de acido nucleico diana e hibridacion para ligar la molécula de acido nucleico diana, y luego
se transfiere la mezcla de las moléculas de acido nucleico tratadas a las células huésped. La segunda molécula de
acido nucleico diana comprende particularmente un marcador de seleccion.

En una realizacién, los métodos de la divulgacién comprenden la etapa de ligacién de moléculas de ADN in vitro.

El proceso de ligacion in vitro comprende digestién con exonucleasa seguida de hibridacion.

La exonucleasa es la polimerasa T4.

El proceso de ligacion in vitro comprende el ensamblaje de Gibson.

El proceso de ligacion in vitro comprende la sintesis de ADN mediante la ADN polimerasa con o sin exonucleasa
seguida de hibridacion.

El proceso de ligacion in vitro comprende la hibridacién mediante una proteina de hibridacién monocatenaria, tal como
RecA/RAD51, Red, RecT, Plup o RAD52.

Las células huésped utilizadas para la recombinacion homologa son células de E. coli.
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Las células huésped para recombinacion homaologa son células de E. coli que expresan RecE y/o RecT de longitud
completa.

Las células huésped para recombinacion homodloga son células de E. coli que expresan RecE, RecT y/o Redy de
longitud completa.

Las células huésped para recombinacion homodloga son células de E. coli que expresan RecE, RecT y/o Redy
truncados.

Las células huésped para recombinacion homdloga son cualquier célula huésped bacteriana que exprese RecE y/o
RecT de longitud completa.

Las células huésped para recombinacién homéloga son células de E. coli que expresan Reda, Redf y/o Redy.
La célula huésped para recombinacion homadloga es una célula de Saccharomyces cerevisiae.

Se proporcionan kits para usar en la divulgacion. En algunas realizaciones, los kits comprenden un acido nucleico que
codifica una exonucleasa como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, el kit comprende
una exonucleasa como se describe en el presente documento. En particular, la primera exonucleasa es la ADN
polimerasa T4 (T4pol), el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | (Kle), la ADN polimerasa T7 (T7pol), la
exonucleasa Il (Exolll), la ADN polimerasa Phusion (Phu), la exonucleasa T5 (T5exo), exonucleasa T7 (T7exo) y la
exonucleasa lambda (Aexo), y la segunda exonucleasa es RecE de longitud completa. Méas particularmente, los kits
comprenden una célula huésped como se describe en el presente documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones,
las células huésped en un kit comprenden un acido nucleico que codifica RecE, RecT, Redy y RecA de longitud
completa descritos en el presente documento bajo el control de un promotor inducible. Los kits también pueden incluir
uno o mas vectores de clonacion lineal preparados previamente.

Otra aplicacion preferida de la divulgacion se refiere al ensamblaje de moléculas de acido nucleico lineales en biologia
de sintesis, particularmente ADN lineal. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la primera y la segunda moléculas de
acido nucleico diana son lineales, y el método comprende ademas poner en contacto la primera y la segunda moléculas
de acido nucleico diana con una o mas de otras moléculas de acido nucleico diana lineales (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, al menos 10, al menos 20 de otras moléculas de acido nucleico diana) en presencia de una exonucleasa 5’
a 3’ y una proteina de hibridacion, para producir un producto lineal o circular. En una realizacién preferida, la
recombinacion homéloga entre la primera y la segunda moléculas de acido nucleico diana y una o mas de otras
moléculas de acido nucleico diana da como resultado la produccién de genes, operones, cromosomas 0 genomas
completos. El ensamblaje biolégico de sintesis de acidos nucleicos de ADN se ha utilizado para generar genes,
operones, cromosomas, o0 se ha utilizado recientemente para generar genomas completos. En una realizacion de la
divulgacion, la combinacién de la primera exonucleasa y la segunda exonucleasa aumenta significativamente la
eficiencia de ensamblaje de la molécula de acido nucleico lineal, la divulgaciéon sera un método preferido para el
ensamblaje de ADN bioldgico de sintético en el comercio y la investigacion.

Otra aplicacién preferida de la divulgacion es construir un vector de direccionamiento de haplotipo isogénico, que
puede clonar directamente un fragmento de ADN de 5 a 10 kb del genoma de mamifero usando el método de la
divulgacion como una caja de homologia isogénica, y estos fragmentos de ADN son no solo los genes idénticos sino
que también mantiene un haplotipo polimaérfico, por lo que los inventores lo denominan vector de direccionamiento de
haplotipo isogénico, es decir, el llamado vector de direccionamiento de haplotipo isogénico (HIT). El marcador de
seleccion y otros elementos funcionales se insertan luego en el vector de HIT mediante ingenieria recombinante para
obtener un vector para el direccionamiento. Otra aplicacion preferida de la divulgacion es la genotipificacion de células
de mamifero. El fragmento de ADN que contiene el elemento de direccionamiento completo se clona a partir del
genoma de las posibles células madre embrionarias diana mediante el método de la divulgacién, y el plasmido
recombinante obtenido mediante la clonaciéon se somete a analisis de restriccion y secuenciacion de ADN, y la célula
se determina con éxito de acuerdo con el resultado.

Ejemplos
Materiales y método
Cepa y plasmido

La E. coli GB2005 se derivo de DH10B eliminando fhuA, ybcC y recET® %44, GB05-dir se derivo de GB2005 integrando
el operon Peap-ETgA (recE, recT, redy y recA de longitud completa bajo el promotor Psap inducible por arabinosa)? en
ellocus ybcC. GB08-red se derivo de GB2005 integrando el operdn Pean-gbaA (redy, redB, reda'y recA bajo el promotor
Peap inducible por arabinosa)'® en el locus ybcC. pSC101-BAD-ETgA-tet® transmite resistencia a la tetraciclina y porta
el operon ETgA de longitud completa Psab y un origen de replicacion pSC101 sensible a la temperatura que se replica
a 30 °C pero no a 37 °C, por lo que se puede eliminar faciimente del huésped por cambio de temperatura en ausencia
de seleccion.
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Preparacion y digestion de ADN gendmico.

Se cultivaron Photobacterium phosphoreum ANT-2200 y Photorhabdus luminescens DSM15139 Gramnegativos
durante la noche en 50 ml de medio. Después de la centrifugacion, las células se resuspendieron completamente en
8 ml de Tris-Cl 10 mM (pH 8,0). Se afiadieron quinientos microlitros de 20 mg ml! de proteinasa Ky 1 ml de SDS al
10% y se incubaron a 50 °C durante 2 h hasta que la solucién se volvié transparente. El ADN gendmico se recuperd
del lisado mediante extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1, pH 8,0) y precipitacion con etanol. El
ADN se disolvié en Tris-Cl 10 mM (pH 8,0) y se digirié con BamHI + Kpnl para la clonacién del grupo de genes lux de
14 kb.

Se cultivé Streptomyces albus DSM41398 Grampositiva en 50 ml de caldo de soja triptico a 30 °C durante 2 dias. El
ADN gendmico se aislé de acuerdo con el método descrito en la referencia (10) con una ligera modificacion. Después
de la centrifugacion, las células se resuspendieron completamente en 8 ml de tampén SET (NaCl 75 mM, EDTA 25
mM, Tris 20 mM, pH 8,0) y se afiadieron 10 mg de lisozima. Después de la incubacion a 37 °C durante 1 h, se afiadieron
500 pl de 20 mg ml' de proteinasa Ky 1 ml de SDS al 10% y se incubaron a 50 °C durante 2 h hasta que la solucion
se volvié transparente. Se afiadieron al lisado tres mililitros y medio de NaCl 5 M. EI ADN gendmico se recupero6 del
lisado mediante extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1, pH 8,0) y precipitacion con etanol. EI ADN
se disolvié en Tris-Cl 10 mM (pH 8,0).

Se purifico ADN genémico a partir de células B16 de melanoma de ratén, células 293T de rifién embrionario humano
y sangre humana utilizando los kits de ADN de cultivo celular y sangre de Qiagen de acuerdo con las instrucciones
del fabricante, excepto que se recuperé el ADN del lisado tratado con proteinasa K mediante extraccion con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1, pH 8,0) y precipitacion con etanol. EI ADN se disolvié en Tris-Cl 10 mM (pH
8,0). EI ADN genomico digerido por restriccion se extrajo con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1, pH 8,0) y
se precipitd con etanol. EI ADN se disolvié en Tris-Cl 10 mM (pH 8,0). Se utilizaron puntas de pipeta cortadas en los
extremos para evitar el corte del ADN genémico.

ElI ADN genoémico de P. luminescens DSM15139 se digiri6 con Xbal para la clonacion p/lu3535-plu3532 y Xbal + Xmal
para la clonacion de p/lu2670. EI ADN gendmico de S. albus se digirié con EcoRV o complejos de Cas9-gARN para la
clonacion del grupo de genes de salinomicina. EI ADN genémico de raton se digirid con Hpal para la clonacion de
Prkar1a, BamHI| + Kpnl para la clonacién de Dpy30 y Swal para la clonacion de Wnt4 o Lmbr1l-Tuba1a. EI ADN
genémico humano se digirié con Spel para la clonacion de DPY30, Ndel + BstZ171 para la clonacion de IGFLR1-LIN37,
BstZ171 para la clonacion de IGFLR1-ARHGAP33 y Ndel para la clonacion de ZBTB32-LIN37. EI ADN gendmico
digerido se extrajo con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1, pH 8,0) y se precipitd con etanol. EI ADN se
disolvié en ddH20 y se concentro hasta 1 pg ul'. Se utilizaron puntas de pipeta cortadas en los extremos para evitar
el corte del ADN gendmico. Se utilizaron diez microgramos de ADN gendmico digerido para la clonacion de ExoCET.

Digestion con Cas9 del ADN gendmico de S. albus

La proteina Cas9 de S. pyogenes se adquirié a través de New England Biolab. La digestién con Cas9 del ADN
gendémico de S. albus se llevd a cabo en un sistema de reaccion de 800 pl que contenia 80 ul de tampdn de reaccion
Cas9 x10 (NEB), 80 ug de ADN gendmico, 40 ug de gARN-2, 40 ug de gARN-7 y 20 ug de Cas9. Dado que la eficiencia
de escisién de Cas9 se vio severamente afectada por la pureza del sustrato de ADN, en este experimento, el ADN
genomico de S. albus necesitd ser extraido tres veces con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1, pH 8.0) para
asegurar la eficiencia de la escision de Cas9. Después de que el producto resultante se incubd a 37 °C durante 6 h,
se agregaron 100 pyg de RNasa A (Thermo Scientific) y después de la incubacion a 37 °C durante 1 h, se agregaron
100 pg de proteinasa K (Roche) y se continué la incubacién a 50 °C durante 1 h. Luego, el ADN gendmico se extrajo
una vez con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25: 24:1, pH 8,0), y después de la precipitacion con etanol, se disolvio
en una cantidad apropiada de ddH20 hasta una concentracion final de aproximadamente 1 pg ul-'. Finalmente, se
utilizaron 10 ug de ADN gendmico escindido por la proteina Cas9 para el experimento de clonacion del método de la
divulgacion.

Preparacion del vector de clonacion lineal

Usando el plasmido p15A-Pamp-luxABECD (Genebridge) como plantilla, el vector p15A-cm se amplificé por PCR con
ADN Polimerasa PrimeSTAR Max (Takara), los cebadores usados (Tabla 1) constan de 80 cajas de homologia de
nucleédtidos y fueron purificados por PAGE. El producto de PCR elimind la interferencia de los cebadores en
experimentos posteriores mediante recuperaciéon en gel. El kit utilizado fue el kit de extraccién en gel QlAquick
(Qiagen). Finalmente, el ADN se eluy6 con ddH20 a una concentracion de aproximadamente 200 ng/ul, y se usaron
200 ng para el experimento de clonacién ExoCET.

El vector pBeloBAC11 usado para clonar el grupo de genes de salinomicina y el vector pPBAC2015 usado para clonar
plu3535-3532 se construyeron de acuerdo con las referencias 4346. Los vectores BAC se linealizaron con BamHlI para
exponer ambos brazos de homologia y se extrajeron con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1, pH 8,0) y se
precipitaron con isopropanol. El ADN se disolvié en ddH20 y se concentré a 1 pg/ul. Se utilizé un microgramo de
vectores BAC lineales para la clonacion de ExoCET.
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Tabla 1. Oligonucleétidos amplificados por el vector lineal p15A-cm

Gen

Cebador

Secuencias (5’-3")

plu2670

plu2670-1

ctgggaaaactacggtgagcatatgtttaccacttcttcagagaaccgtgaatattgeg
ttaaaccgatgaactgccegggT TACGCCCCGCCCTGCCACTC
(SEQ. ID. NO. 1)

plu2670-2

aaatccatgattaccaacccactcccaaagatattataaaatctcaacatgctgatttg
atcctttggaatgggctaaatctagaGGTAACGAATCAGACAATTGAC
G (SEQ. ID. NO. 2)

Prkar1a de ratéon

mPrkar1a-1

agatgacgccctctccactctgcataccaattccacataaccactctticaaattataat
gctcacagaccctctaaggttTTACGCCCCGCCCTGCCACTC (SEQ.
ID. NO. 3)

mPrkar1a-2

catagtgacccattgttatagagtacttagctatgcctcagagtaatgctctigatctagg
tgctttctitttacttigttGGTAACGAATCAGACAATTGACG (SEQ. ID.
NO. 4)

Dpy30 de raton

mDpy30-1

ggattttataagtgaagggtgacatttgtagtattccttaccecegtetggttectcatacge
attaactcataatccttggtaccTTACGCCCCGCCCTGCCACTC
(SEQ. ID. NO. 5)

mDpy30-2

tgccctttcagaagacctaggtttgattcctagcacccactgatgctaacaaccagac
ataatgccagtictaggggatccGGTAACGAATCAGACAATTGACG
(SEQ. ID. NO. 6)

Whnt4 de ratéon

mWnt4-1

gtttaactcccttaacacacacacacacacatgcacacgcacatgcacacgcgceac
tcacaccacaaaatcacacaatttTTACGCCCCGCCCTGCCACTC
(SEQ.ID. NO. 7)

mWnt4-2

ctgtgctcagagctttgagtgccctacatataacaggacacaaactcttccttactttctg
attgccacatggtccatttGGTAACGAATCAGACAATTGACG (SEQ.
ID. NO. 8)

Lmbr1l-Tubala
de raton

mLT-1

ctatgccataggaatttggaggaaattaggcttactggtccattaattatttccaacgga
tgcagtcagaatgtatattt TTACGCCCCGCCCTGCCACTC  (SEQ.
ID. NO. 9)

mLT-2

ttagagcagacagtgctcttaaccgttgagccatctctccagtccctggacacactgat
tttaagttgacattaaaatttGGTAACGAATCAGACAATTGACG
(SEQ. ID. NO. 10)

DPY30 humano

hDpy30-1

ccaccacgccaggctaattttagcttaataccctattacctctcaggtgtgtctaaattttt
ctttgatggaaaaactagtTTACGCCCCGCCCTGCCACTC  (SEQ.
ID. NO. 11)

hDpy30-2

agttatgtcagtttgctattataatgtttattattattcctigaataaaaaagaatatgcacct
aataaacgttgactagtGGTAACGAATCAGACAATTGACG (SEQ.
ID. NO. 12)

IGFLR1 -LIN37
humano

hIL-1

Agtggccctagagggtcggtaaggagccaagggcectatgcaaggatgcetcacac
acctcccatccccaccttcccagacacatatgTTACGCCCCGCCCTGCC
ACTC (SEQ. ID. NO. 13)

hiL-2
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Gen Cebador Secuencias (5’-3')

gtgctgtccaagcttggcetcatetggggtttgetgggcettaacacccaataaagaacttt
gctgactactaagcccagtaGGTAACGAATCAGACAATTGACG
(SEQ. ID. NO. 14)

acggccggcegactgctcctcagtgaggaggcegtcactcaatatccctgcagtggeg
hlA-1 gccgceccatgtgatcaaacggtal TACGCCCCGCCCTGCCACTC

IGFLR1 ARHGA (SEQ. ID. NO. 15)

P33 humano

gtgctgtccaagcttggcetcatctggggtttgetgggcttaacacccaataaagaacttt
hlA-2 gctgactactaagcccagtaGGTAACGAATCAGACAATTGACG
(SEQ. ID. NO. 16)

cctagagggtcggtaaggagecaagggcctatgcaaggatgcetcacacacctcce
hzL-1 atccccaccttcccagacacatatgTTACGCCCCGCCCTGCCACTC

(SEQ. ID. NO. 17)
ZBTB32 -LIN37

humano aagaactagactagaagttggaaaacaggtttcactgcatcccttcacagtgaatg
hzL-2 cccttctettcagcactcatatgGGTAACGAATCAGACAATTGACG
(SEQ. ID. NO. 18)

Las letras minusculas en la Tabla 1 representan la secuencia de caja homologa.
Preparacion de productos de PCR para ensamblaje de multiples fragmentos

Los fragmentos de ADN con homologias de 40 pb usados en el experimento de ensamblaje de multiples piezas se
amplificaron por PCR usando ADN gendémico de P. luminescens DSM15139 como plantilla y ADN polimerasa
PrimeSTAR Max (Takara) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los productos de PCR se extrajeron de
geles de agarosa después de la electroforesis y se purificaron usando el kit de extraccion en gel QlAquick (Qiagen)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, excepto que el ADN se eluy6 de la columna con ddH20 y se concentré
hasta 200 ng ul"'. Se usaron 250 ng de cada fragmento para el ensamblaje de ADN.

Preparacion del casete de ADN mVenus-PGK-neo

El casete mVenus-PGK-neo se amplificé a partir de pR6K-2Ty1-2PreS-mVenus-Biotin-PGK-em7-neo’ con PCR
usando la prueba de lectura d ADN polimerasa PrimeSTAR Max (Takara) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los cebadores se enumeran en la Tabla 1. Los productos de PCR se purificaron con el kit de purificacion
de PCR QIAquick (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, excepto que el ADN se eluy6 de la columna
con ddH20 y se concentro hasta 100 ng ul'. Se utilizaron doscientos nanogramos del casete para la ingenieria
recombinante.

Montaje in vitro

Se ensamblaron diez microgramos de ADN gendmico y 200 ng de vector lineal p15A-cm de 2,2 kb (1 pg de vector
BAC lineal de 8 kb) en reacciones de 20 ul que consisten en 2 ul de tampon NEB 2.1 y 0,13 pl de 3 U pl' de T4pol
(NEB, catalogo No. M0203). Las reacciones de ensamblaje se prepararon en tubos de PCR de 0,2 ml y se ciclaron en
un termociclador de la siguiente manera: 25 °C durante 1 h, 75 °C durante 20 min, 50 °C durante 30 min, luego se
mantuvo a 4 °C. Para el ensamblaje de multiples piezas, se agregaron 250 ng de cada fragmento y se utilizé un tiempo
de masticacion de 20 min. Los productos de ensamblaje in vitro se desalaron a temperatura ambiente durante 30
minutos mediante dialisis por gota contra ddH20 utilizando filtros de membrana Millipore (Merck-Millipore, catalogo
No. VSWP01300) antes de la electroporacion. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Las reacciones de ensamblaje con otras exonucleasas se ciclaron como sigue: T5exo: 50 °C durante 30 min, luego se
mantuvo a 4 °C; T7exo: 25 °C durante 20 min, 50 °C durante 30 min, luego se mantuvo a 4 °C; Kle, T7pol y Aexo: 25
°C durante 20 min, 75 °C durante 20 min, 50 °C durante 30 min, luego se mantuvo a 4 °C; Exolll: 37 °C durante 20
min, 75 °C durante 20 min, 50 °C durante 30 min, luego se mantuvo a 4 °C; Phu: 37 °C durante 20 min, 50 °C durante
30 min, luego se mantuvo a 4 °C. El ensamblaje de Gibson se realizd a 50 °C durante 30 min con mezcla maestra de
ensamblaje de Gibson (NEB, cat. E2611), luego se mantuvo a 4 °C.
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Preparacién de células de E. coli electrocompetentes

Se cultivé E. coli GB05-dir que contenia el plasmido pSC101-BAD-ETgA-tet (DO600 = 3-4) durante la noche a 30 °C
en LB suplementado con 4 pg/ml de tetraciclina. Se transfirieron 40 pl de cultivo durante la noche (DO600 = 3-4) a 1,4
ml de LB suplementado con los antibiéticos apropiados, luego la mezcla se colocd en un termomezclador Eppendorf
a 30 °C y se incubd a 950 rpm durante 2 h (DO600 = 0,35-0,4). Se afiadieron 35 pl de L-arabinosa al 10% (p/v, en
ddH20) para inducir la expresién de la enzima recombinante (ETgA o gbaA) y se continud la incubacién durante 40
min a 37 °C (DO600 = 0,7 a 0,8). Las células se recogieron por centrifugacion a 9.400 g durante 30 segundos a 2 °C.

El sobrenadante se descarté y el sedimento celular se suspendié en 1 ml de ddH20 enfriado con hielo. Las células se
recogieron por centrifugacion a 9.400 g durante 30 segundos a 2 °C. El sobrenadante se descartd y el sedimento
celular se suspendid en 1 ml de ddH20 enfriado con hielo. Las células se centrifugaron repetidamente, se
resuspendieron y se centrifugaron de nuevo, y las células se suspendieron con 20 ul de ddH20 enfriado con hielo.
Luego se agregaron 5 yl de producto ensamblado in vitro desalado, mientras que en el experimento de insercion del
elemento mVenus-PGK-neo, se agregé la mezcla de 200 ng de plasmido y 200 ng de producto de PCR. La mezcla de
células y ADN se transfirié a cubetas de 1 mm y se sometié a electroporacion con un electroporador Eppendorf 2510
a un voltaje de 1350 V, una capacitancia de 10 yF y una resistencia de 600 Q. Se afiadid 1 ml de LB a la taza de
descarga eléctrica, se lavaron las células y se transfirieron a un tubo de 1,5 ml con orificios, y luego se colocaron en
el termomezclador Eppendorf a 950 rpm durante 1 h a 37 °C. Finalmente, se extendié una cantidad apropiada de la
solucién bacteriana a una placa LB suplementada con un antibiético adecuado (15 ug/ml de cloranfenicol o 15 pg/ml
de kanamicina) y se incubd a 37 °C durante la noche.

Ejemplo 1

La accion concertada del ensamblaje in vitro y RecE/RecT de longitud completa mejora la eficacia de la clonacion
directa.

Los inventores probaron una serie de exonucleasas y métodos de hibridacién mediante clonacién directa de un grupo
de genes lux de 14 kb de Photobacterium phosphoreum ANT-220047 (Figura 1A). En este experimento de clonacion,
se mezclan 10 pg de ADN gendmico de ANT-2200 digerido usando BamHI y Kpnl con 200 ng de vector lineal p15A-
cm de 2,2 kb. El vector lineal tiene una secuencia en ambos extremos que es idéntica a los extremos (caja homologa)
del fragmento gendémico que contiene el grupo de genes lux producido por digestion de restriccion. El vector lineal se
recombina de forma homéloga con el fragmento de ADN diana a través de las cajas homdélogas en ambos extremos,
para formar un plasmido circular final. El vector de clonacién y el ADN gendmico digerido con BamHI + Kpnl se trataron
primero in vitro con diferentes enzimas exonucleasas, y luego el producto de reaccion después del tratamiento in vitro
se transformé en E. coli que expresaba la recombinasa RecE/RecT. Las exonucleasas ensayadas incluyen: ADN
polimerasa T4 (T4pol), fragmento Klenow de ADN polimerasa | (Kle), ADN polimerasa T7 (T7pol), exonucleasa llI
(Exolll); ADN polimerasa Phusion (ADN polimerasa Phusion; Phu), exonucleasa T5 (T5exo); Exonucleasa T7 (T7exo)
y exonucleasa lambda (Aexo) (Figura 2A). Los resultados mostraron que T4pol, Kle, T5exo y T7exo mejoran
significativamente la eficacia de la clonacion directa (Figura 2A-E). La velocidad de hibridacion después de la digestion
con exonucleasa no tiene ningun efecto sobre la eficacia de la clonacién, por lo que los inventores eligen una velocidad
de enfriamiento predeterminada (2 °C s™') en la maquina de PCR Eppendorf MC nexus (Figura 3). Se ensayo el efecto
de la concentracion, la temperatura de reaccion y el tiempo de reaccion de T4pol sobre la eficacia de la clonacion
directa (Figura 1C, d y Figura 2F). Se comparo la eficacia de la clonacién directa usando RecE/RecT de longitud
completa sola, hibridacién in vitro de T4pol sola y combinando la hibridacién in vitro de T4pol con RecE/RecT de
longitud completa (Figura 1F). Cuando se usa RecE/RecT solo, el grupo de genes /ux de 14 kb se clona directamente
del cromosoma de la bacteria luminiscente al vector p15A con una alta precision (427), pero la clonacion directa
ensambla los productos de reaccion después del ensamblaje in vitro de T4pol en una E. coli de ingenieria estandar,
es mucho mas eficiente (427 vs 4.880). Los resultados mostraron que: (1) el sistema de reparacion de ADN endégeno
de E. coli puede cerrar habilmente la cadena principal del plasmido; (2) T4pol es altamente eficaz en ensamblaje in
vitro (4.880); (3) la técnica ExoCET que combina el ensamblaje in vitro de T4pol con la recombinacién intracelular
RecE/RecT es mas eficiente que cualquiera de las dos técnicas por si sola (32.500).

Ejemplo 2
Efecto de las cajas de homologia sobre la eficiencia de la clonacion

Cuanto mas larga sea la caja de homologia, mayor sera la eficacia de clonacién (Figura 1 B). Los inventores colocaron
la caja de homologia de 80 pb en un extremo del vector de clonacién en una posiciéon de 1 kb dentro del grupo de
genes, o ambos extremos en una posicion de 1 kb dentro del grupo de genes, y luego compararon la eficiencia de
ExoCET con la eficiencia de T4pol y RecET (Figura 5b). Cuando ambas cajas homdlogas del vector estaban al final,
los inventores obtuvieron los mismos resultados que antes. Sin embargo, cuando se colocaron una o dos cajas de
homologia dentro de 1 kb del grupo de genes, la eficacia de clonacion del tratamiento con T4pol solo fue muy baja, lo
que indica que la hibridacion después del tratamiento con exonucleasa T4pol dependia del emparejamiento
complementario de la secuencia de ADN terminal. Vale la pena sefialar que la eficacia de la recombinaciéon de RecET
tenia poco que ver con la posiciéon de la caja de homologia. Los resultados experimentales obtenidos cuando una caja
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de homologia estaba al final y la otra caja de homologia estaba dentro, fueron estimulantes. Cuando solo habia una
caja de homologia terminal entre el vector y el fragmento de ADN gendmico, la eficiencia de ExoCET fue 12 veces
mayor que la de RecET, lo que indicé que el tratamiento in vitro con T4pol permitié que dos moléculas de ADN se
ligaran de manera eficiente mediante la hibridacién de un extremo antes de la electroporacién y la recombinacion de
RecET. Los datos anteriores indicaron que T4pol solo podia actuar sobre la caja de homologia terminal, y la
recombinacion de la caja de homologia interna requeria la accidon de RecET. Por lo tanto, los inventores habian llegado
a la conclusion de que la principal contribucion de T4pol a ExoCET era aumentar significativamente su eficacia de
cotransformacion hibridando un extremo de dos moléculas de ADN lineales. RecET podria utilizarse para facilitar la
reorganizacion en el otro extremo. En el experimento de clonacion del grupo de genes /ux de 14 kb, cuando ambas
cajas de homologia estaban ubicadas en el extremo del fragmento genémico digerido por la diana, la eficiencia de
clonacion de ExoCET fue de 6 a 8 veces mayor que la de T4pol (Figura 1F y 5B), lo que indic6 que la mayoria de los
productos ensamblados in vitro tenian solo un extremo terminal unido (> 85%), y el plasmido recombinante producido
por RecET después de la cotransformacion del producto ciclico ensamblado in vitro y dos moléculas de ADN lineales
contribuyeron poco a la alta eficiencia de ExoCET. Al disefiar un experimento de clonacién directa con ExoCET, la
posicion de la posicion de la caja de homologia fue muy importante para la eficiencia de la clonacion. Para lograr la
mayor eficacia de clonacion, ambas cajas de homologia se colocaron al final del fragmento de ADN diana. De hecho,
para ejercer el efecto de la exonucleasa de T4pol y el apareamiento in vitro, se colocé al menos una caja de homologia
en el extremo. Sin embargo, podria colocarse otra caja de homologia dentro del fragmento de ADN diana porque
RecE/RecT podria localizarlo y recombinarlo. Esto fue muy ventajoso para el uso de la clonacién directa para construir
vectores de expresion, ya que una de las cajas de homologia podria colocarse al final del extremo 3’ del fragmento
diana, y podria colocarse el extremo 5’ del gen diana directamente bajo el control del promotor y los sitios de unién
del ribosoma usando cajas de homologia internas.

Ejemplo 3
RecE y RecT eran necesarios para ExoCET

Dado que RecT es una proteina de hibridacion de ADN monocatenario, los inventores plantearon la hipotesis de que
RecT puede hibridar la regién de ADN monocatenario producida por T4pol (exonucleasa 3’), por lo que RecE puede
no ser necesaria en el sistema de técnica ExoCET. Para verificar esta conjetura, los inventores transformaron el
sustrato de ADN tratado con T4pol en células de E. coli que expresan RecT y Redy (pSC101-Tg) y no expresan RecE,
y no encontraron interaccion entre RecT y T4pol. Por lo tanto, tanto RecE como RecT fueron necesarios para ExoCET
(Figura 5C). RecA tuvo una cierta mejora en la eficiencia de la clonacién directa.

Ejemplo 4
Verificacion de la clonacion directa de grandes fragmentos de ADN

Con el fin de verificar la superioridad de la técnica ExoCET, los inventores la utilizaron para realizar algunos
experimentos que anteriormente eran dificiles de realizar con la técnica RecET. Hay dos grandes grupos de genes en
el genoma de Photorhabdus luminescens: plu3535-3532 de 37,5 kb y plu2670 de 52,6 kb. Fue muy dificil para los
inventores clonar directamente estos dos grupos de genes con la técnica RecET, y las eficiencias fueron solo 2/12 y
0/483, respectivamente. Mientras que los inventores que utilizaron la técnica ExoCET lograron tasas correctas de 10/12
y 11/17, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Grandes fragmentos de ADN genémico clonados directamente de bacterias, células de mamiferos y
sangre humana utilizando ExoCET

Enzima de ) Numero Numero
Gen diana Fuente Genoma restriccion Tamafio Vector de . cqrrecto/
(Mb) o (kb) colonias Numero de
genomica .
(/ml) deteccion
(Photorhabdus
plu3535-3532 luminescens) 5,69 Xbal 38 pBAC2 015 12;5 * 10/12
DSM15139
(Photorhabdus
plu2670 luminescens) 5,69 ibrﬁlar 53 p15A ;1?2 * 11/17
DSM15139
Grupo de genes (Streptomyces
de salinomicina albus) 8,38 EcoRV 106 pBeloB AC11 [425+91 |[2/24
DSM41398
Grupo de genes | (Streptomyces | g 3g Cas9 106 |pBeloBAC11 |[260+14 |1/24
de salinomicina | albus)
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de ratéon

. Numero Numero
Enzima de -
. Genoma L Tamano de correcto/
Gen diana Fuente restriccion Vector . i
(Mb) enémica (kb) colonias Numero de
9 (/ml) deteccion
DSM41398
Células B16 de
Prkaria melanoma de 2800,06 Hpal 8 p15A 205+17 110/12
ratén
Células B16 de BamHI +
Dpy30 melanoma de 2800,06 K 8,7 p15A 273+18 |9/12
. pnl
raton
Células B16 de
Whnt4 melanoma de 2800,06 Swal 45 p15A 76 + 16 8/25
ratén
Células B16 de
Lmbr1l-Tubala melanoma de 2800,06 Swal 53 p15A 52+6 112
raton
Células 293T de
DPY30 nnon 3221,49 | Spel 9,1 p15A 4010 |17/24
embrionario
humano
DPY30 Sangre humana |3221,49 Spel 9,1 p15A 45+ 2 5/24
IGFLR1-LINg7 | Sangrehumana |55 4o | Ndel+ 14 p15A 320+ 67 |9/48
Bstz171
IGFLR1- Sangre humana
ARHGAP3 3 3221,49 BstzZ171 41 p15A 275+76 |5/48
ZBTB32-LIN37 | Sangre humana |3221.49 Ndel 45 p15A 115+ 35 |2/48
Célula madre
Oct4-Venus embrionaria R1 | 2800,06 FE>;2|RV * los p15A 34 £ 1 9/36
de ratéon
Célula madre
Nanog-Cherry embrionaria R1 | 2800,06 Ndel 13 p15A 49 +12 17/54
de raton
Célula madre
Gata2-Venus embrionaria R1 2800,06 BstZ171 16,8 p15A 212 +27 |5/45
de ratéon
Célula madre
Mil4(1) embrionaria R1 | 2800,06 Sspl + Spel | 17,1 p15A 127 £ 38 | 7+3/24
de raton
Célula madre
Mil4(2) embrionaria R1 323+65 |2+2/36
de ratéon
Célula madre
Mil14(3) embrionaria R1 142 £ 27 |6+9/72
de raton
Célula madre
Mil4(4) embrionaria R1 483 +91 |3+5/36

Ademas, anteriormente el inventor fallo en el intento de clonar directamente el grupo de genes de salinomicina de 106
kb del genoma de Streptomyces albicans. Entonces, el inventor tuvo que dividirlo en tres fragmentos y luego realizar
la clonacién paso a paso, y luego integrarlo en un grupo de genes completo*3. Sin embargo, a través de ExoCET, los
inventores pudieron clonar directamente el grupo de genes de salinomicina de 106 kb en el vector BAC utilizando un
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vector BAC con una caja de homologia y ADN gendmico digerido con EcoRV, y obtuvieron la tasa correcta de 2/24
(Tabla 2 y Figura 6). Dado que habia un sitio de restriccién EcoRV a cada lado del grupo de genes de salinomicina de
106 kb, los inventores pudieron liberarlo del cromosoma y clonarlo en el vector. Al clonar fragmentos de ADN grandes,
a veces era dificil encontrar sitios de restricciéon adecuados en ambos lados del fragmento de ADN diana, pero el uso
de nucleasas programables podria eliminar la restriccion en los sitios de restriccion, especialmente es una
endonucleasa mediada por ARN-Cas9*® 4%, Para probar esta idea, los inventores usaron Cas9 para liberar el grupo de
genes de salinomicina de 106 kb del cromosoma donde estaba muy cerca del EcoRV, y luego clonaron el mismo
fragmento de ADN de 106 kb en el vector BAC usando el mismo vector BAC. Finalmente se obtuvo una eficacia de
clonacién similar (Tabla 2 y Figura 6). Por lo tanto, ExoCET tuvo un rendimiento significativamente superior en la
clonacion directa de grandes fragmentos de ADN en comparacion con RecET.

A continuacion, los inventores probaron si la eficacia de ExoCET podria cumplir el requisito de clonar directamente
grandes fragmentos de ADN del genoma de mamifero. Los inventores usaron Swal para liberar un fragmento de 45
kb que contenia el gen Wnt4 del genoma del raton (Figura 7A), y el inventor obtuvo la tasa correcta de 8/25 a través
de ExoCET (Figura 7B). Los inventores también probaron el uso del ensamblaje de Gibson' para clonar este fragmento
de ADN. El ensamblaje de Gibson usa T5exo, ADN polimerasa Phusion y ADN ligasa Taq para ensamblar moléculas
de ADN con cajas de homologia entre si. Los inventores obtuvieron un gran niumero de colonias (181.000 y 257.000)
transformando el producto de ADN ensamblado de Gibson en E. coli GB05-dir inducida y no inducida por arabinosa
que contiene pSC101-BAD-ETgA-tet. Y se detectaron 60 colonias y no se obtuvo ningun clon correcto (Figura 7B), y
todos eran vectores vacios de p15A de autocircularizacion.

Ejemplo 5
Ensamblaje de fragmentos de ADN usando ExoCET

Gibson era un método para el ensamblaje de ADN de multiples fragmentos, por lo que los inventores compararon
ExoCET y Gibson a través de algunos experimentos de ensamblaje de multiples fragmentos de ADN (Figura 7C).
Estos fragmentos de ADN se amplificaron mediante PCR y tenian una caja de homologia de 40 pb al final. La eficiencia
del ensamblaje de ExoCET y Gibson fue buena en los experimentos de ensamblaje de 7 fragmentos y 10 fragmentos.
Cuando los productos ensamblados in vitro de Gibson se transformaron en células de E. coli que expresaban RecE,
RecT, Redy y RecA (Gibson y ETgA), la eficiencia y precision del ensamblaje mejoraron significativamente (Figura
7D). ExoCET no pudo ensamblar mas de 13 fragmentos de ADN, Gibson no pudo ensamblar mas de 16 fragmentos
de ADN, mientras que Gibson y ETgA pudieron ensamblar al menos 20 fragmentos de ADN en un plasmido de 54,9
kb. Por lo tanto, combinando el ensamblaje in vitro con la recombinacion de RecET, las ventajas del ensamblaje de
ADN eran obvias.

Ejemplo 6
Construccion del vector de direccionamiento haplotipo isogénico usando ExoCET

ExoCET también podria usarse para clonar directamente fragmentos de ADN de genomas de mamiferos que incluyen
sangre, lineas celulares asociadas a enfermedades, etc. para facilitar los estudios de haplotipos de SNP y para
construir rapidamente vectores de direccionamiento singeneicos de haplotipos (HIT) para el direccionamiento de
células madre humanas mediado por nucleasas. La importancia de las células madre humanas aisladas de los
pacientes, la reprogramacion de la sangre del cordon umbilical o de las células soméaticas en la investigacion biomédica
ha recibido cada vez mas atencion. La investigacién sobre la modificacion precisa del genoma de las células madre
también habia recibido una amplia atencion. Transformar el genoma humano fue mas desafiante que estructurar el
genoma de ratones experimentales porque la diversidad genética humana era compleja. La importancia de la
isogenicidad (similitud de secuencia) para la recombinacion homologa se hizo evidente hace muchos afios cuando la
gente usaba células madre embrionarias de ratdn para el direccionamiento de genes'™.

El efecto de la recombinaciéon homéloga de secuencia no coincidente no se habia estudiado bien. Por ejemplo, ¢ cuanta
eficiencia de recombinacion podria reducir una sola falta de coincidencia (una SNP o una insercién/eliminacion)?
¢, Como afectd la distancia del sitio de recombinacion no coincidente a la eficiencia de la recombinacién? ;Cémo
afectaron las mudltiples faltas de coincidencia a la eficiencia de la recombinacién? Estas cuestiones aun no se han
aclarado. En cualquier caso, el uso de secuencias idénticas en el direccionamiento de genes fue claramente muy
recomendable, por lo que ExoCET fue una forma eficaz de obtener rapidamente cajas de homologia ideales. A
diferencia del método de amplificacion de cajas de homologia del genoma mediante PCR, ExoCET no estaba limitado
por el tamafio del fragmento, no introducia mutaciones y era capaz de mantener un haplotipo de ADN. Ademas, los
extremos de las cajas de homologia también podrian seleccionarse de acuerdo con la forma de genotipado (tal como
transferencia Southern o PCR de ligacion), por lo que podria optimizarse la longitud de las cajas de homologia. Por lo
tanto, ExoCET ofrece ventajas para la cirugia genémica individualizada, especialmente cuando se combina con
CRISPR/Cas9'®.

Los inventores utilizaron ExoCET para construir vectores de direccionamiento isogénicos para disefiar genomas de
mamiferos. Dada la experiencia®® en la investigacion de células madre embrionarias de raton, los inventores intentaron
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clonar un fragmento de ADN de 5 a 10 kb directamente del genoma humano o de ratén como una caja de homologia
isogénica (Figura 8A y Figura 9A). Es de destacar que estos fragmentos de ADN no solo eran del mismo gen, sino
que también mantienen el haplotipo polimérfico, por lo que los inventores lo llamaron vector HIT (direccion isogénica
de haplotipo). Los inventores clonaron directamente fragmentos de ADN de 8-9 kb de los genomas humanos (lineas
celulares cultivadas in vitro y sangre humana) y de ratén (lineas celulares cultivadas in vitro) mediante ExoCET (Figura
8B y Figura 9B). A continuacion, se insertaron marcadores de seleccion y otros elementos funcionales'® en el vector
HIT mediante ingenieria recombinante con Redaf (Figura 8C y Figura 9C).

Ejemplo 7
Genotipado de células de mamiferos usando ExoCET

ExoCET también podria usarse como el método mas confiable para genotipificacion de un genoma modificado,
mientras que la PCR de ligacion y transferencia Southern podrian producir sefiales positivas falsas. Dado que la PCR
de largo alcance era propensa a sefiales positivas falsas en estudios de genotipado de mamiferos, los inventores
previamente querian confirmar las células madre embrionarias de ratéon dirigidas neo-Kmt2d-AID cribadas por PCR de
segmento largo por transferencia Southern. Sin embargo, los inventores nunca consiguieron una buena prueba. Por
lo tanto, los inventores clonaron un fragmento de ADN que contenia todo el elemento de direccionamiento del genoma
de cuatro posibles células madre embrionarias de raton dirigidas por Kmt2d-AlD-neo usando el método ExoCET
mostrado en la Figura 10 A. El plasmido recombinante clonado por ExoCET se sometié a analisis de restriccion y
secuenciacion de ADN, y los resultados mostraron que las cuatro células fueron direccionadas con éxito y fueron
direccionadas en forma unica (Figura 10B). Ademas, los inventores han utilizado con éxito ExoCET para revalidar las
células madre embrionarias de raton diana Oct4-Venus-neo, Nanog-Cherry-neo, Gata2-Venus-neo y Set1b-TC-neo
que se obtuvieron previamente (Tabla 3). Estas células diana se verificaron previamente mediante transferencia
Southern. Estos resultados indicaron que no habia restriccidn de sitio en la genotipificacion de ExoCET. Los inventores
anteriormente no pudieron determinar si una célula madre embrionaria de ratén dirigida a KIf4-Venus-neo fue dirigida
con éxito, porque la PCR de largo alcance y la transferencia Southern no habian obtenido una sefial exacta. Los
inventores no clonaron un fragmento de ADN que tuviera resistencia a la kanamicina en la regién correspondiente del
genoma usando ExoCET (Tabla 3). El andlisis de restriccion del plasmido resistente al cloranfenicol clonado encontrd
que el 50% de ellos contenia la secuencia de ADN de tipo silvestre (Figura 11). Por lo tanto, los inventores sabian
exactamente que esta célula no estaba correctamente direccionada.

Tabla 3. Datos experimentales de genotipado ExoCET

Célula madre Enzima de | Tamafio Numero de Placas de kanamicina | Tasa correcta de
embrionaria de restriccion (kb) colonias en y cloranfenicol/doble colonias en la
ratén (cantidad de | genoémica placas de raya (Km/Cm) antiplaca doble de
ADN transformado) cloranfenicol kanamicina +

(/ml) cloranfenicol*
Oct4-Venus-neo #7 | EcoRV + P 9,6 34 +1 9/36 9/9
(R1) (10 ug ADN acl
gendémico + 250 ng
vector)
Nanog-Cherry-neo Ndel 13 49+12 17/54 M7

#18 (R1) (7,7 ug
ADN gendmico +
400 ng vector)

Gata2-Venus-neo Bstz171 16,8 212+ 27 5/45 5/5

#19 (GM8) (1,5 ug

ADN genomico +
500 ng vector)

Set1 b-TC-neo #4 Asel 24 49+8 1/36 171
(R1) (10 ug ADN
gendémico + 250 ng
vector)

Klf4-Venus-neo #9 Aflll 10,2 18+4 0/36 -
(R1) (10 ug de
ADN gendmico +
250 ng vector)

* en la Tabla 3 significa después del analisis de restriccion.
** en la Tabla 3 significa que los 10 restantes fueron recombinacion intramolecular (que contienen 11
repeticiones directas mayores de 40 pb en la secuencia diana clonada)
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Tabla 4. La cantidad de ADN genémico de células madre embrionarias de raton dirigida a Oct4-Venus-neo
necesaria para optimizar el genotipado de ExoCET

Se mezclaron 500 ng de ADN genémico digerido con EcoRV y Pacl con la cantidad de vector p15A-cm que se
muestra a continuacién

Vector Numero de colonias en placa de doble resistencia a Numero correcto/numero de deteccion*
kanamicina y cloranfenicol (/ml)

500 ng 12 3/3, 100%

1000 ng 10 3/3, 100%

2000ng |8 3/3, 100%

Se mezclaron 1000 ng de ADN gendmico digerido con EcoRV y Pacl con la cantidad de vector p15A-cm que se
muestra a continuacién

Vector Numero de colonias en placa de doble resistencia a Numero correcto/nimero de deteccion*®
kanamicina y cloranfenicol (/ml)

500 ng 10 3/3, 100%

1000 ng 10 3/3, 100%

2000 ng 10 3/3, 100%

* en la Tabla 4 significa después del analisis de restriccion.

La genoatipificacién de ExoCET no produjo una sefial positiva falsa en comparacion con la PCR de largo alcance. En
comparacion con la transferencia Southern, la genotipificacion de ExoCET es més simple y no requirié un cribado
engorroso de las sondas de hibridacion. En la genotipificacion de ExoCET, los sitios de enzimas de restriccion para la
liberacion de elementos de direccionamiento intactos estaban facilmente disponibles y, en el caso de genomas bien
preparados, los resultados de la genotipificacion se obtuvieron en tres dias. Mas importante ain, ExoCET nunca
produjo una sefial positiva falsa. Dado que el elemento de direccionamiento tenia un marcador de seleccion, siempre
que 500 ng de ADN genomico de la enzima de restriccion fueran suficientes para obtener una mejor eficacia de
clonacion (Tabla 4). Para aumentar el rendimiento de la genotipificacion de ExoCET, se pueden utilizar células
cultivadas en placas de 96 pocillos.

Ejemplo 8
Técnica de clonacion ExoCET aplicada a muestras metagendmicas

El analisis funcional de los resultados de la secuenciacion del genoma completo requiere un método simple y rapido
de construccién del vector de expresion. De acuerdo con el método de la divulgacion, los inventores pueden clonar un
fragmento de ADN de hasta 50 kb a partir de un genoma de 3,0 x 10° pb. Con este fin, los inventores diluyeron 1 ng
de ADN gendmico de P. phosphoreum en 10 ug de ADN gendmico de Bacillus subtilis para imitar la metagenémica.
El experimento clond con éxito el grupo de genes lux de 14 kb por ExoCET y obtuvo una eficiencia considerable (Tabla
5). Las muestras ambientales usualmente contenian mas de 10* especies®'-%3, por lo que los resultados pueden
motivar a los inventores a aplicar la técnica de clonacién ExoCET a muestras metagendmicas.

Tabla 5. El grupo de genes |lux de 14 kb se cloné directamente del genoma de P. phosphoreum diluido utilizando ExoCET

P. phosphoreum (ng) B. subtilis (ug) Vectores NUmgro de NL:Jmero correcto/ y
(BamHI + Kpnl) (BamHI) colonias (/ml) Numero de deteccion
10 10 p15A-cm 200+ 2 7/12
5 10 p15A-cm 142 + 22 5/12
2 10 p15A-cm 102+8 2/12
1 10 p15A-cm 104 + 18 2/24
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REIVINDICACIONES
1. Un método de recombinaciéon homodloga, que comprende:

tratar dos o mas moléculas de acido nucleico diana con una primera exonucleasa y recombinar las dos o mas
moléculas de acido nucleico diana en presencia de una segunda exonucleasa y una proteina de hibridaciéon en una
célula huésped, en el que las moléculas de acido nucleico diana recombinadas comparten al menos una secuencia
idéntica, en la que al menos una secuencia idéntica esta dentro o en un extremo de cada una de las dos o mas
moléculas de acido nucleico diana,

en el que dicho tratamiento en presencia de la primera exonucleasa comprende la unién in vitro; comprendiendo dicha
union in vitro unir las dos o mas moléculas de acido nucleico diana,

y en el que dicho tratamiento en presencia de la primera exonucleasa comprende digestion enzimatica e hibridacion;
y en el que la segunda exonucleasa es RecE y la proteina de hibridacion es RecT.

2. El método de la reivindicacion 1, caracterizado porque al menos una secuencia idéntica comprende al menos 6
nucleostidos.

3. El método de la reivindicacion 1, caracterizado porque la primera exonucleasa se selecciona del grupo que consiste
en ADN polimerasa T4, fragmento Klenow de ADN polimerasa |, exonucleasa T5 y exonucleasa T7.

4. El método de la reivindicacion 1, caracterizado porque el tratamiento de dos o mas moléculas de acido nucleico
diana comprende ademas la adicién de una ADN polimerasa, dNTP y una ADN ligasa.

5. El método de la reivindicacion 1, caracterizado porque la célula huésped es una célula de levadura o una célula
bacteriana y expresa una exonucleasa y una proteina de hibridacion.

6. El método de la reivindicacion 5, caracterizado porque la célula huésped es una célula de E. coli que expresa RecE
y RecT de longitud completa, o la célula huésped expresa la exonucleasa y la proteina de hibridaciéon en un vector
plasmido y/o un cromosoma.

7. El método de la reivindicacion 1, caracterizado porque las dos o mas moléculas de acido nucleico diana son un
segmento de ADN lineal seleccionado de un fragmento de ADN digerido por endonucleasa, un fragmento de ADN
amplificado por PCR, un fragmento de ADN genémico, un miembro de la biblioteca de ADNc, un fragmento derivado
de cromosomas artificiales bacterianos (BAC) y un fragmento de vectores de clonacion.

8. Un método para ensamblar una molécula de acido nucleico, que comprende: tratar dos 0 mas moléculas de acido
nucleico con una primera exonucleasa y recombinar las dos 0 mas moléculas de acido nucleico en presencia de una
segunda exonucleasa y una proteina de hibridacién, en el que cada molécula de acido nucleico comparte al menos
una secuencia idéntica con una molécula de acido nucleico adyacente en un producto de ensamblaje resultante, y al
menos una secuencia idéntica esta dentro o en un extremo de cada una de las dos 0 mas moléculas de acido nucleico,
en el que dicho tratamiento en presencia de la primera exonucleasa comprende la unién in vitro; comprendiendo dicha
union in vitro unir las dos 0 mas moléculas de acido nucleico, y en el que dicho tratamiento en presencia de la primera
exonucleasa comprende digestién enzimatica e hibridacion; y en el que la segunda exonucleasa es RecE y la proteina
de hibridacion es RecT.

9. El método de la reivindicacion 8, caracterizado porque al menos una secuencia idéntica comprende al menos 6
nucledtidos.

10. El método de la reivindicacion 8, caracterizado porque la primera exonucleasa se selecciona del grupo que consiste
en ADN polimerasa T4, fragmento Klenow de ADN polimerasa |, exonucleasa T5 y exonucleasa T7.

11. EI método de la reivindicacion 8, caracterizado porque el tratamiento de dos o0 mas moléculas de acido nucleico
comprende ademas la adicion de una ADN polimerasa, dNTP y una ADN ligasa.

12. El método de la reivindicacion 8, caracterizado porque la célula huésped es una célula de levadura o una célula
bacteriana y expresa una exonucleasa y una proteina de hibridacion.

13. El método de la reivindicacién 12, caracterizado porque la célula huésped es una célula de E. coli que expresa
RecE y RecT de longitud completa, o la célula huésped expresa la exonucleasa y la proteina de hibridaciéon en un
vector plasmido y/o un cromosoma.

14. El método de la reivindicacion 8, caracterizado porque las dos o mas moléculas de acido nucleico son un segmento
de ADN lineal seleccionado de un fragmento de ADN digerido por endonucleasa, un fragmento de ADN amplificado
por PCR, un fragmento de ADN gendmico, un miembro de la biblioteca de ADNc, un fragmento derivado de
cromosomas artificiales bacterianos (BAC) y un fragmento de vectores de clonacion.
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15. Un método de clonacion de un ADN gendmico, que comprende:

tratar un vector de clonacién lineal y una mezcla de fragmentos de ADN gendmico con una primera exonucleasa, y
recombinar el vector de clonacion lineal y un fragmento de ADN diana de la mezcla de fragmentos de ADN gendmico,
caracterizado porque el vector de clonacion lineal comparte al menos una secuencia idéntica con el fragmento de ADN
diana de la mezcla de fragmentos de ADN gendmico dentro o en un extremo de cada vector de clonacion lineal y
fragmento de ADN diana,

en el que dicho tratamiento en presencia de la primera exonucleasa comprende la unién in vitro; comprendiendo dicha
unioén in vitro la unién de dos o mas moléculas de acido nucleico,

y en el que dicho tratamiento en presencia de la primera exonucleasa comprende digestion enzimatica e hibridacion;
y en el que la segunda exonucleasa es RecE y la proteina de hibridacion es RecT.

16. El método de la reivindicacion 15, caracterizado porque al menos una secuencia idéntica comprende al menos 6
nucledtidos.

17. El método de la reivindicacion 15, caracterizado porque la primera exonucleasa se selecciona del grupo que
consiste en ADN polimerasa de T4, fragmento Klenow de ADN polimerasa |, exonucleasa de T5 y exonucleasa de T7.

18. El método de la reivindicacion 15, caracterizado porque el tratamiento de un vector de clonacion lineal y una mezcla
de fragmentos de ADN gendmico comprende ademas la adicién de una ADN polimerasa, dNTP y una ADN ligasa.

19. El método de la reivindicacion 15, caracterizado porque la célula huésped es una célula de levadura o una célula
bacteriana y expresa una exonucleasa y una proteina de hibridacion.

20. El método de la reivindicacién 19, caracterizado porque la célula huésped es una célula de E. coli que expresa
RecE y RecT de longitud completa, o la célula huésped expresa la exonucleasa y la proteina de hibridaciéon en un
vector plasmido y/o un cromosoma.

21. El método de la reivindicacion 15, caracterizado porque el fragmento de ADN diana es un segmento de ADN lineal
seleccionado de un fragmento de ADN digerido por endonucleasa, un fragmento de ADN amplificado por PCR, un
fragmento de ADN gendmico, un miembro de la biblioteca de ADNc, un fragmento derivado de cromosomas artificiales
bacterianos (BAC) y un fragmento de vectores de clonacion.

22. Uso de un método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en el ensamblaje de un fragmento de ADN,
construccion de un vector de direccionamiento o genotipificacion de células de mamifero.

23. Uso de un método de cualquiera de las reivindicaciones 8-14 en el ensamblaje de un fragmento de ADN.

24. Uso de un método de cualquiera de las reivindicaciones 15-21 en la construccion de un vector de direccionamiento
o genotipificacion de células de mamifero.
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