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PROCESSO PARA A SUBSTITUIÇÃO DE UMA SEQUÊNCIA DE DNA ALVO 

ATRAVÉS DE RECOMBINAÇÃO HOMÓLOGA EM CLOSTRIDIA, CEPA 

RECOMBINANTE DE CLOSTRIDIUM E VETOR PARA A SUBSTITUIÇÃO DE 

UMA SEQUÊNCIA DE DNA ALVO POR RECOMBINAÇÃO HOMÓLOGA EM 

CLOSTRIDIA. 

ANTECEDENTES DA INVENÇÃO 

Clostridia são bactérias gram positivas, anaeróbicas e 

de baixo Gc que são amplamente utilizadas na indústria por 

suas capacidades para produzir solventes, em particular, 

butanol, etanol e acetona, mas também dióis como 1,3 

propanodiol, ácidos orgânicos tais como ácido acético, 

butírico ou lático e vacinas. 

A construção de Clostridia recombinante é uma parte 

importante do desenvolvimento no campo. As cepas de 

Clostridium são geneticamente modificadas para melhorar suas 

capacidades industriais. 

Para realizar essas modificações, a recombinação 

homóloga é a técnica mais utilizada em todos os tipos de 

organismos. A transformação e a recombinação homóloga em 

vários microrganismos têm sido extensamente descritas        

no estado da  técnica. Veja, por exemplo,  (Datsenko e 

Wanner, PNAS, 2000) e (Fabret et al, Molecular Microbiology, 

2002). 

Clostridia não são naturalmente transformáveis e        

os métodos atualmente disponíveis para sua transformação    

são ineficientes e não permitem  a  introdução  de  múltiplas  
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REIVINDICAÇÕES 

1. Processo para a substituição de uma sequência de 

DNA alvo através de recombinação homóloga em Clostridia 

caracterizado pelo fato de compreender: 

-  transformar a referida cepa com um vetor 

compreendendo: 

- uma origem de replicação que permite sua replicação 

em clostridia, e 

- um cassete de substituição compreendendo um primeiro 

gene marcador envolvido por duas sequências homólogas às 

regiões selecionadas em torno da sequência de DNA alvo, 

permitindo a recombinação do cassete, e  

- um segundo gene marcador, em que o segundo gene 

marcador é um marcador contra-selecionável, 

- selecionar as cepas, tendo integrado em seu genoma o 

referido cassete, que expressam o primeiro gene marcador, 

- selecionar as cepas, tendo eliminado o referido vetor, 

que não expressam o segundo gene marcador. 

2. Processo, de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado pelo fato de que o marcador contra-

selecionável ser um gene que restaura a atividade de um gene 

não essencial ausente ou deletado. 

3. Processo, de acordo com a reivindicação 2, 

caracterizado pelo fato de que o marcador contra-

selecionável ser o gene upp. 

4. Processo, de acordo com a reivindicações 1 a 3, 

caracterizado pelo fato de que o vetor compreender um 

terceiro marcador que permite uma seleção negativa de cepas 

tendo eliminado o referido vetor. 

5. Processo de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 4, caracterizado pelo fato de que o 
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primeiro gene marcador ser um gene de resistência a 

antibiótico. 

6. Processo de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o 

primeiro gene marcador ser envolvido por dois sítios alvo de 

recombinase. 

7. Processo, de acordo com a reivindicação 6, 

caracterizado pelo fato de que o primeiro gene marcador ser 

eliminado pela ação de uma recombinase após o evento de 

recombinação homóloga ter ocorrido. 

8. Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 6 ou 7, caracterizado pelo fato de que a 

referida recombinase ser expressa por um gene trazido por um 

segundo vetor introduzido na cepa. 

9. Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 6 a 7, caracterizado pelo fato de que os 

referidos sítios alvo de recombinase serem sequências FRT, 

e a referida recombinase ser a FLP recombinase. 

10. Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 9, caracterizado pelo fato de que as 

Clostridia a serem transformadas sofrerem deleção para genes 

que codificam de endonuclease de restrição. 

11. Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 10, caracterizado pelo fato de que as 

Clostridia a serem transformadas sofrerem deleção para genes 

que codificam DNAse. 

12. Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 11, caracterizado pelo fato de que as 

Clostridia a serem transformadas sofrerem deleção para o 

gene upp. 

13. Processo, de acordo com qualquer uma das 
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reivindicações 1 a 12, caracterizado pelo fato de que as 

cepas de Clostridium serem escolhidas entre Clostridium 

acetobutylicum, Clostridium bejeirinckii, Clostridium 

saccharoperbutylacetonicum, Clostridium butylicum, 

Clostridium butyricum, Clostridium perfringens, Clostridium 

tetani, Clostridium sporogenes, Clostridium thermocellum, 

Clostridium saccharolyticum Thermoanaerobacter 

saccharolyticum), Clostridium thermosulfurogenes (agora 

Thermoanaerobacter thermosulfurigenes), Clostridium 

thermohydrosulfuricum (agora Thermoanaerobacter 

ethanolicus). 

14. Processo, de acordo com a reivindicação 19, 

caracterizado pelo fato de que a cepa de Clostridium ser 

Clostridium acetobutylicum. 

15. Processo, de acordo com a reivindicação 14, 

caracterizado pelo fato de que a cepa de Clostridium 

acetobutylicum a ser transformada é Δcac15, em que o gene 

CAC1502 é deletado. 

16. Processo, de acordo com a reivindicação 14, 

caracterizado pelo fato de que a cepa de Clostridium 

acetobutylicum a transformar é Δupp. 

17. Processo, de acordo com a reivindicação 14, 

caracterizado pelo fato de que a cepa de Clostridium 

acetobutylicum a transformar é ΔCac15, em que o gene CAC1502 

é deletado, Δupp. 

18. Processo para a substituição de dois ou mais genes 

alvo através de recombinação homóloga em uma mesma cepa de 

Clostridium, caracterizado pelo fato de que o processo 

conforme definido em qualquer uma das reivindicações 1 a 17 

é realizado sucessivamente duas ou mais vezes. 

19. Cepa recombinante de Clostridium caracterizada pelo 
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fato de ser passível de ser obtida pelo processo conforme 

definido por qualquer uma das reivindicações 1 a 18, em que 

o gene CAC1502 e/ou gene upp foi deletado. 

20. Vetor para a substituição de uma sequência de DNA 

alvo por recombinação homóloga em Clostridia, caracterizado 

por compreender: 

- uma origem de replicação que permite a sua replicação 

em Clostridia, e 

- um cassete de substituição que compreende um primeiro 

gene marcador rodeado por duas sequências homólogas a regiões 

selecionadas em torno da sequência de DNA alvo, permitindo 

a recombinação do cassete e 

- um segundo gene marcador, 

em que o segundo gene marcador é o gene upp, o qual é 

um marcador contra-selecionável. 

21. Vetor, de acordo com a reivindicação 20, 

caracterizado pelo fato de que o marcador contra-

selecionável é um gene que restaura a atividade de um gene 

ausente não essencial ou deletado. 

22. Vetor, de acordo com a reivindicação 21, 

caracterizado pelo fato de que o marcador contra-

selecionável é o gene upp 

23. Vetor, de acordo com qualquer uma das reivindicações 

20 a 22, caracterizado pelo fato de que o vetor compreende 

um terceiro marcador que permite uma seleção negativa de 

cepas que eliminaram o referido vetor. 

24. Vetor, de acordo com qualquer uma das reivindicações 

20 a 23, caracterizado pelo fato de que abriga sequências de 

DNA que são reconhecidas por endonucleases de restrição e 

que estão ao mesmo tempo ausentes do genoma da cepa de 

Clostridium utilizada. 
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25. Vetor, de acordo com qualquer uma das reivindicações 

20 a 24, caracterizado pelo fato de que o primeiro gene 

marcador é um gene de resistência a antibióticos. 

26. Vetor, de acordo com qualquer uma das reivindicações 

20 a 25, caracterizado pelo fato de que o primeiro gene 

marcador está rodeado por dois sítios alvo de recombinase. 

27. Vetor, de acordo com a reivindicação 26, 

caracterizado pelo fato de que os referidos sítios alvo de 

recombinase são sequências de FRT, e a referida recombinase 

é a FLP recombinase. 
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