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DESCRIPCION

Bacterias lacticas texturantes.

La presente invencion se refiere a cepas de bacterias lacticas que comprenden al menos una secuencia seleccionada
entre el grupo constituido por las secuencias de nucleétidos SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4,
SECID N°5, SECID N° 6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8, asi como a un procedimiento de construccion de estas cepas.
Por tltimo la invencién se refiere a productos alimenticios que comprenden y/o se elaboran con dichas cepas.

La industria alimentaria utiliza numerosas bacterias, especialmente en forma de fermentos, en particular bacterias
lacticas, para mejorar el sabor y la textura de los alimentos pero también para alargar la vida util de conservacién
de estos alimentos. En el caso de la industria lactea, las bacterias lacticas se utilizan ampliamente para provocar la
acidificacion de la leche (por fermentacion) pero también para dar textura al producto en el que estdn incorporadas.

Entre las bacterias lacticas utilizadas en la industria alimentaria, se pueden citar los géneros Streptococcus, Lacto-
coccus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Bifidobacterium.

Las bacterias lacticas de la especie Streptococcus thermophilus se utilizan de manera extensiva solas o en com-
binacién con otras bacterias para la fabricacién de productos alimenticios, especialmente productos fermentados. Se
introducen en particular en la formulacién de fermentos utilizados para la fabricacién de leches fermentadas, por
ejemplo yogures. Entre ellas algunas juegan un papel preponderante en la elaboracion de la textura del producto fer-
mentado. Esta particularidad estd estrechamente relacionada con la produccién de polisacdridos. Entre las cepas de
Streptococcus thermophilus pueden distinguirse cepas texturantes y cepas no texturantes.

Se entiende por cepa de Streptococcus thermophilus texturante una cepa que produce leches fermentadas que
tienen, en las condiciones descritas en el ejemplo, una viscosidad superior a aproximadamente 35 Pa.s, un drea de
tixotropia inferior a aproximadamente 2000 Pa/s y un umbral de flujo inferior a aproximadamente 14 Pa. Una cepa
de Streptococcus thermophilus puede definirse como muy texturante porque produce leches fermentadas que tienen,
en las condiciones descritas en el ejemplo, una viscosidad superior a aproximadamente 50 Pa.s, un drea de tixotropia
inferior a aproximadamente 1000 Pa/s y una umbral de flujo inferior a aproximadamente 10 Pa.

Para responder a las exigencias industriales, se ha hecho necesario proponer nuevas cepas de bacterias lacticas
texturantes, especialmente de Streptococcus thermophilus.

Asimismo la invencién propone resolver el problema de proporcionar una cepa de bacteria lactica que tenga buenas
propiedades de texturacién para los productos alimenticios.

Para ello la invencién propone una cepa de bacteria lactica que comprende al menos una secuencia seleccionada
entre el grupo constituido por las secuencias de nucleétidos SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4,
SECID N°5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8.

La invencién propone también una nueva cepa de Streptococcus thermophilus depositada el 26 de febrero del 2003
en la Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos con el nimero 1-2980.

La invencion se refiere también a las secuencias de nucledtidos SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID
N°4, SECID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8, asi como a un 4cido nucleico que comprende al menos
una de estas secuencias de nucledtidos.

La invencion se refiere también a pldsmidos, vectores de clonacién y/o de expresién que comprenden al menos
una de las secuencias de nucleétidos SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID
N° 6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8, asi como un &cido nucleico que comprende al menos una de estas secuencias de
nucleétidos.

La invencién se amplia también a bacterias hospedadoras transformadas por los plasmidos o los vectores descritos
anteriormente.

La invencion se refiere también al procedimiento de construccién de las cepas descritas anteriormente caracteri-
zadas porque esas cepas se obtienen por transformacién usando un pldsmido o un vector que comprende al menos una
de las secuencias de nucledtidos SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N°
6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8, o un vector que comprende un 4cido nucleico que comprende al menos una de estas
secuencias de nucledtidos.

La invencién propone también composiciones bacterianas que comprenden al menos una cepa descrita anterior-
mente 0 que comprende al menos una cepa obtenida de acuerdo con el procedimiento de la invencion.

Finalmente, la invencion se refiere a una composicién alimenticia o farmacéutica que comprende al menos una
cepa de acuerdo con la invencién o al menos una cepa obtenida de acuerdo con el procedimiento de la invencién o la
composicién bacteriana de acuerdo con la invencidn.
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La presente invencién posee numerosas ventajas en términos de proporcionar textura a los medios en los que
se incorpora. Especialmente permite obtener geles, a partir por ejemplo de leches fermentadas, que son espesos,
adherentes, consistentes, fibrosos y resistentes a la mezcla y que no son granulosos.

Otras ventajas y caracteristicas de la invencion seran evidentes al leer la descripcion y los ejemplos proporcionados
a modo puramente ilustrativo y no limitantes que se indican més adelante.

La invencion se refiere en primer lugar a una cepa bacteriana lactica que comprende al menos una secuencia
seleccionada entre el grupo constituido por las secuencias de nucleétidos SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3,
SECID N°4, SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8.

Las bacterias lacticas son procariotas, gram positivas que pertenecen al grupo taxonémico Firmicutes. Son hete-
rétrofas y quimiorganotrofas; generalmente anaerobias o aerotolerantes, su metabolismo puede ser homo- o hetero-
fermentario: las bacterias lacticas producen esencialmente acido lactico por fermentacién de un sustrato glucidico.
Desprovistas de catalasa, las bacterias lacticas constituyen un grupo heterogéneo de bacterias en forma coco para
los géneros Aerococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetrage-
nococcus, Vagococcus 'y Weissella, o en forma de bastoncillo para los géneros Lactobacillus y Carnobacterium. La
denominacién de bacteria lactica a menudo se extiende a otras bacterias relacionadas, tales como Bifidobacterium.

Entre las cepas de bacterias lacticas que son apropiadas para la presente invencién se pueden citar los géneros
Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus 'y Bifidobacterium.

La cepa de bacteria lactica preferida de acuerdo con la invencién es Streptococcus thermophilus.
Streptococcus thermophilus es una especie presente en la leche de manera natural y ampliamente utilizada en la
industria alimentaria, y especialmente lactea ya que permite acidificar y texturizar la leche. Es una bacteria termdfila

homofermentaria.

La invencién se refiere después a la cepa de Streptococcus thermophilus depositada el 26 de febrero del 2003 en la
Coleccién Nacional de Cultivos de Microorganismos con el nimero 1-2980.

La invencién también se refiere a las secuencias de nucledtidos de las SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3,
SECID N°4, SECID N° 5, SECID N° 6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8.

Las secuencias de nucledtidos SEC ID N° 2 a SEC ID N° 8 son parte de un operén de aproximadamente 14350
pares de bases implicado en la sintesis de polisacaridos (PS). Este operén estd incluido en la secuencia SEC ID N°
1. Esto significa que de acuerdo con la invencién las secuencias SEC ID N° 2 a SEC ID N° 8 estdn incluidas en la
secuencia SEC ID N° 1.

De acuerdo con la invencién, la estructura del operén se ha determinado (ver figura 1). Entre los genes deoD
(cadena arriba del oper6én de PS) y orfi4.9 (cadena abajo), se han identificado 17 ORF (fase de lectura abierta en
inglés, o marco abierto de lectura) denominados epsI3A, epsi3B, epsi3C, epsi3D, epsi3E, epsI3F, eps13G, epsI3H,
epsi3t, epsl3J, epsI3K, epsI3L, epsi3M, epsI3N, eps130, epsI3P e IS1193. Los 16 primeros ORF situados sobre la
cadena “con sentido” codifican potencialmente polipéptidos implicados en la produccién de polisacaridos exocelulares
o capsulares; el 17° ORF situado sobre la cadena “antisentido” codifica potencialmente una transposasa funcional que
pertenece a la familia 1S7793 (secuencia de insercion).

Es posible denominar y posicionar cada ORF. A continuacién se indica la denominacién de cada ORF, en segundo
lugar la supuesta funcién de dicha proteina y finalmente en tercer lugar la posicion de la regiéon que comprende este
OREF (con respecto a la secuencia SEC ID N° 1 como se indica en la lista de secuencias):

- eps13A: Regulador transcripcional (342..1802)

- eps13B: Polimerizacion (regulacion de la longitud de cadenas) y/o exportacion de polisacdridos (1803..2534)

- eps13C: Polimerizacién (regulacién de la longitud de cadenas) y/o exportacion de polisacaridos (2543..3235)

- eps13D: Polimerizacion (regulacion de la longitud de cadenas) y/o exportacion de polisacaridos (3245..3985)

- eps13E: Undecaprenil-fosfato glicosiltransferasa (4042..5409)

- eps13F: Undecaprenil-fosfato glicosiltransferasa (5611..6195)

- eps13G: Undecaprenil-fosfato glicosiltransferasa (6251..6634)

- eps13H: Beta-1,4-galactosiltransferasa (6643..7092)

- eps13I: Beta-1,4-galactosiltransferasa (7092..7607)
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- eps13J: Rhamnosiltransferasa (7597..8493)

- eps13K: Glicosiltransferasa (8763..9797)

- eps13L: Polimerasa de unidad repetitiva (9827..10969)

- eps13M: Polimerasa de unidad repetitiva (10984..11793)
- epsI3N: Glicosiltransferasa (11844..12578)

- eps130: Glicosiltransferasa (12633..13016)

- eps13P: Transportador transmembrana (13049..14482)

- IS1193: Transposasa (complemento (14614..15870)).

La invencién también se refiere a un dcido nucleico que comprende al menos una secuencia seleccionada entre el
grupo constituido por las secuencias de nucleétidos SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID
N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8. Por 4cido nucleico que comprende al menos una de las secuencias
enumeradas anteriormente, se entiende en el sentido de la invencién los dcidos nucleicos que comprenden al menos
un ORF donde el producto de traduccién posee una similitud de secuencia importante (porcentaje de restos idénticos
superior o igual al 80%, después del alineamiento de secuencias para una correspondencia maxima entre las posiciones
de los restos) con al menos una de las secuencias polipeptidicas deducidas de los ORF identificados en las secuencias
SECID N°1aSECID N°8.

Las secuencias de nucledtidos SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N°
6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8 pueden insertarse en un vector por ingenieria genética, especialmente por técnicas de
ADN recombinante ampliamente conocidas por los especialistas en la técnica.

La invencidn se refiere igualmente a un vector de clonacién y/o de expresién que comprende al menos una secuen-
cia seleccionada entre el grupo constituido por las secuencias de nucledtidos SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID
N° 3, SECID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8 o un acido nucleico como se define a
continuacion.

El vector preferido de acuerdo con la invencién es un plasmido. Puede tratarse de un plasmido replicativo o inte-
grativo.

A partir de estos vectores y/o pldsmidos es posible transformar una bacteria para incluir en ella estos vectores y/o
plasmidos. Esta transformacién puede realizarse mediante la técnica de electroporacién o por conjugacion, y de un
manera convencional para el especialista en la técnica.

La invencion también se refiere a bacterias hospedadoras transformadas por un pldsmido o un vector como se ha
defino anteriormente.

Las bacterias transformadas son preferentemente bacterias lacticas. En particular una bacteria lactica que puede
escogerse entre los géneros Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pe-diococcus 'y Bifidobacterium.

La cepa de bacteria lactica preferida de acuerdo con la invencion es Streptococcus thermophilus.

La invencién también se refiere a un procedimiento de construccion de una cepa o de una bacteria hospedadora
transformada de acuerdo con la invencién caracterizada porque se obtiene por transformacién usando un vector que
comprende al menos una secuencia seleccionada entre el grupo constituido por las secuencias de nucleétidos SEC
ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 7, SEC ID N° 8 0 un
dcido nucleico que comprende al menos una secuencia seleccionada entre el grupo constituido por las secuencias de
nucleétidos SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 7, SEC
ID N° 8.

De acuerdo con el procedimiento de la invencidn, el vector preferido es un plasmido.

Ventajosamente de acuerdo con el procedimiento de la invencién la transformacién se produce después de una
insercion en el genoma de la cepa o de la bacteria hospedadora transformada por al menos un evento de recombinacion.

La invencion también se refiere a una composicion bacteriana que comprende al menos una cepa de acuerdo con
la invencién o que comprende al menos una cepa obtenida de acuerdo con el procedimiento de la invencién o que
comprende al menos una bacteria transformada de acuerdo con la invencién.

Por composicion bacteriana se entiende una mezcla de diferentes cepas, especialmente un fermento o una levadura.
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Las mezclas de cepas preferidas de acuerdo con la invencién son mezclas de Streptococcus thermophilus con
otras Streptococcus thermophilus, o mezclas de Streptococcus thermophilus con Lactobacillus delbrueckii subesp.
bulgaricus, o mezclas de Streptococcus thermophilus con otros Lactobacillus y/o con Bifidobacterium, o mezclas de
Streptococcus thermophilus con Lactococcus, o mezclas de Streptococcus thermophilus con otras cepas de bacterias
l4cticas y/o levaduras.

La invencion también se refiere a la utilizacion de una cepa de acuerdo con la invencién o una cepa obtenida de
acuerdo con el procedimiento de la invencion o de la composicién bacteriana de acuerdo con la invencién para elaborar
un producto alimenticio o un ingrediente alimenticio.

Como producto alimenticio o ingrediente alimenticio preferido de acuerdo con la invencidn puede citarse un pro-
ducto lacteo, un producto carnico, un producto cerealista, una bebida, una espuma o un polvo.

Del mismo modo la invencién se refiere a una composicién alimenticia o farmacéutica que comprende al menos
una cepa de acuerdo con la invencién o al menos una cepa obtenida segin el procedimiento de la invencién o la
composicién bacteriana de acuerdo con la invencién.

La invencién también tiene como objeto un producto lacteo que comprende al menos una cepa de acuerdo con la
invencién o al menos una cepa obtenida de acuerdo con el procedimiento de la invencién o la composicion bacteriana
de acuerdo con la invencion.

En el caso de la elaboracion de un producto lacteo, ésta se realizard de la manera habitual en este campo, y
especialmente por fermentacién de un producto lacteo incorporando una cepa de acuerdo con la invencién.

Como producto lacteo de acuerdo con la invencién, puede citarse una leche fermentada, un yogurt, una crema
madura, un queso, queso fresco, una bebida lactea, un producto lacteo retenido, queso fundido, crema de reposteria,
requesén o leche infantil.

De preferencia, de acuerdo con la invencién el producto lacteo comprende leche de origen animal y/o vegetal.

Como leche de origen animal puede citarse la leche de vaca, de oveja, de cabra o de bufala.

Como leche de origen vegetal puede citarse toda sustancia fermentable de origen vegetal que puede utilizarse de
acuerdo con la invencidn que proviene especialmente del grano de soja, arroz o malta.

La figura 1 representa la estructura genética del operén de PS de la cepa de acuerdo con la invencién comparado

con el operdn de PS de otras cepas de Streptococcus thermophilus ya conocidas.

La figura 2 representa el plano factorial 1-2 del andlisis de componentes principales (ACP) obtenido a partir de
datos sensoriales sobre leches fermentadas obtenidas con las diferentes cepas el estudio.

La figura 3 representa los promedios de las puntuaciones obtenidas sobre las descripciones de TEXTURA EN LA
CUCHARA para cada una de las cepas del estudio. Interpretacion de resultados del ensayo de Newman-Keuls: la
diferencia entre las cepas relacionadas por una misma letra no es significativa.

La figura 4 representa los promedios de las puntuaciones obtenidas sobre las descripciones de TEXTURA EN

LA BOCA para cada una de las fuentes del estudio. Interpretacién de resultados del ensayo de Newman-Keuls: la
diferencia entre las cepas relacionadas por una misma letra no es significativa.

A continuacion se describen ejemplos concretos pero no limitantes de la invencion.

Ejemplos

1/ Secuenciacion del operon de PS de Streptococcus thermophilus CNCM 1-2980

El fragmento de ADN que lleva el operén de PS de la cepa Streptococcus thermophilus CNCM 1-2980 se ha ob-
tenido por amplificacién mediante PCR (reaccién en cadena de la polimerasa, en inglés) a partir del ADN gendémico
extraido de dicha cepa. La amplificacién se realiz6 con el termociclador Mastercycler (Eppendorf) utilizando la ADN
polimerasa LA-Tag (BioWhittaker/Cambrex) y los siguientes cebadores: 5’-GGGTGAACGTATCTCAGTAATGGG
GACTGG-3’ y 5’-CCTGAGTTATGGGACGATTACTTGGCTG-3’. Las condiciones experimentales de esta ampli-
ficacién son las siguientes: 14 ciclos de desnaturalizacién alternantes a 98°C durante 30 segundos e hibridacion-
elongacién a 68°C durante 15 min., seguido de 16 ciclos de desnaturalizacion alternantes a 98°C durante 30 segundos
e hibridacién-elongacion a 68°C durante 15 minutos con un aumento de 15 s por ciclo, y después un ciclo adicional de
elongacién a 72°C durante 10 min. El producto PCR se ha secuenciado de acuerdo con un enfoque de clonacién por
fragmentos.
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2/ Caracterizacion molecular de la cepa de acuerdo con la invencion comparada con cepas de Streptococcus ther-
mophilus ya conocidas

e Secuencia del operon de PS

La secuencia del operén de PS de la cepa Streptococcus thermophilus CNCM 1-2980 se ha obtenido a partir de
un fragmento de ADN de aproximadamente 17100 pares de bases sintetizado por PCR en presencia de una matriz de
ADN genémica purificada de la cepa y utilizando dos cebadores especificos de genes conservados (deoD que codifica
una purina-nucleétido fosforilasa, y orf14.9 de funcién desconocida) que flanquean generalmente al operén de PS en
los Streptococcus thermophilus descritos en la bibliografia. La secuencia comprendida entre los genes deoD y orf14.9,
que se corresponde con la secuencia SEC ID N° 1, se proporciona en la lista de secuencias.

e Organizacion genética del operon de PS

La figura 1 esquematiza la estructura genética del operdén de PS de la cepa CNCM 1-2980 establecida por el analisis
de su secuencia nucleotidica, asi como la estructura del operén de PS de otras 7 cepas de Streptococcus thermophilus.
Para las diferentes estructuras, identificadas por el nombre de la cepa y por el nimero de acceso GENBANK (entre
paréntesis), las flechas representan la posicidn, el tamafio y la orientacion de los genes desde el coddn de inicio hasta
el codén de fin. El significado de los colores y/o motivos en el interior de las flechas se indica en la leyenda de la figura
1.

e Comparacion con la bibliografia

El andlisis estructural del operén de PS de la cepa CNCM I-2980 demuestra que posee una organizacién global si-
milar a la de los operones de PS ya conocidos (ver figura 1): un primer ORF potencialmente implicado en la regulacién
de la transcripcion del operén de PS, seguido de 3 ORF que probablemente intervienen en la regulacién de la polime-
rizacién de las unidades repetidas de PS y/o sus exportados, seguidos de 11 ORF que codifican glicosiltransferasas y
una polimerasa que asegura el ensamblaje de la unidad repetitiva, seguidas estas mismas por 1 ORF potencialmente
implicado en el transporte de las unidades repetitivas a través de la membrana plasmidica.

El entorno genético del operén de PS de la cepa CNCM 1-2980 es también similar al de otros operones de PS
conocidos, cadena arriba el ORF deoD codifica una purina-nucleétido fosforilasa, y cadena abajo en sentido opuesto
los ORF IS1193 y orfl4.9 codifican respectivamente una transposasa (que pertenece a la familia de secuencias de
insercion IS7193, elementos genéticos méviles) y una proteina de funcién desconocida.

Por tanto, la comparacién de secuencia realizada entre las proteinas potencialmente codificadas por los ORF del
oper6n de la cepa CNCM 1-2980 y las disponibles en las bases de datos publicas (GENBANK) demuestra que el
contenido genético del operén de PS de la cepa CNCM 1-2980 es nuevo en su parte distal.

- La parte proximal del operén de PS de Streptococcus thermophilus, y més generalmente la de los estreptococos
hasta ahora conocidos, comprende 4 ORF denominados epsA (o cpsA, o capA, o wzg), epsB (o cpsB, o capB, o wzh),
epsC (o cpsC, o cpaC, o wzd) y epsD (o cpsD, o capD, o wze) en los que los productos polipeptidicos deducidos, para
cada uno de los 4 ORF, presentan importantes similitudes de secuencia entre las cepas. A este nivel, los productos
polipeptidicos deducidos de los ORF epsi3A, epsi3B, epsi3C 'y epsi3D del operén de PS de la cepa CNCM I-
2980 no difieren de los deducidos de otros operones de PS (porcentaje de aminodcidos idénticos superior o igual al
94%).

- Inmediatamente después de la ORF epsD, la ORF epsE (o c¢psE, o capE, o wchA) esta presente en la mayoria de
los operones de PS conocidos en Streptococcus thermophilus. En este caso también, las similitudes de secuencia son
importantes entre productos polipeptidicos homélogos procedentes de diferentes secuencias conocidas; el producto de
traduccién del ORF epsI3E de la cepa CNCM 1-2980 es muy similar a sus homélogos que provienen de otras cepas.

- La organizacion de los 4 OREF siguientes (epsI3F, eps13G, eps13H y epsi3I) del operén de PS de la cepa CNCM
[-2980, ya descrito, es menos frecuente entre las diferentes estructuras conocidas de operones PS de Streprococcus
thermophilus. Esta organizacion se ha encontrado, a veces de manera incompleta, en las cepas [P6757 (nimero de
acceso a GENBANK AJ289861), “tipo VII” (niimero de acceso a GENBANK AF454498) y “tipo III”’ (nimero de
acceso a GENBANK AY057915).

- En la parte distal del operdn, los 7 ORF epsi3J, epsi3K, epsi3L, eps13M, epsI3N, eps130y epsi3P son nuevos
y especificos del operén de PS de la cepa CNCM 1-2980. Aunque reducida, su similitud de secuencia a nivel proteico o
en algunos casos la existencia de motivos proteicos especificos, permite asignar una supuesta funcion a los productos
de estos ORF: actividad potencial de glicosiltransferasa o polimerasa para el producto de los ORF epsi3J a epsi30,
o actividad de transporte transmembrana de PS para el producto del ORF epsi3P.
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3/ Ensayo de reologia comparado de la cepa Streptococcus thermophilus CNCM 1-2980

Las cepas de Streptococcus thermophilus utilizadas CNCM 1-2423, CNCM 1-2429, CNCM 1-2432, CNCM 1-2978
y CNCM 1-2979 son cepas de coleccién de Rhodia Food. La mayoria de ellas se utilizan para la elaboracién industrial
de leches fermentadas o yogures y destacan por sus propiedades texturantes. Son representativas de cepas descritas
en la bibliografia. Se han estudiado a continuacién en comparacién con la cepa CNCM 1-2980 y se han considerado
como representativas de cepas texturantes utilizadas actualmente en la industria agro-alimenticia.

La cepas de Streptococcus thermophilus RD736 y RD676 son cepas industriales de Rhodia Food reconocidas por
su débil poder texturante. No se conocen los polisacaridos que pueden producir ni su operén de PS. Se han estudiado
a continuacién en comparacién con la cepa CNCM [-2980 y se han considerado como representativas de cepas no
texturantes.

La leche fermentada utilizada se obtiene afiadiendo 100 ml de leche UHT semi-descremada (Le Petit Vendéen®)
por 3% (peso/volumen) de polvo de leche descremada. La esterilidad de la solucién se obtiene mediante pasteurizacién
a 90°C durante 10 minutos, la temperatura se mide en el interior de la leche. El soporte de fermentacién obtenido de
esta manera se inocula con la cepa a ensayar a razén de 10E+6 ufc/ml (unidad formadora de colonias/ml) después se
incuba a 43°C (al bafio maria) hasta obtener un pH de 4,6. El seguimiento del pH se registra de manera continua. Las
leches fermentadas obtenidas de esta manera se colocan en una estufa ventilada a 6°C, hasta su analisis.

Se efectuaron dos tipos de mediciones reoldgicas: viscosidad y flujo. Las mediciones de viscosidad se realizaron
a 8°C sobre leches fermentadas, después de 1, 7, 14 y 28 dias de almacenaje a 6°C. El instrumental utilizado es un
viscosimetro Brookfield® de tipo RVF (Brookfield Engineering Laboratories, Inc.) montado sobre un pie Helipath
(Brookfield Engineering Laboratories, Inc.). El viscosimetro estd equipado con una aguja de tipo C y la velocidad
de oscilacién aplicada a la aguja es 10 vueltas/minuto. Las mediciones de flujo se efectuaron a 8°C sobre leches
fermentadas, después de 14 dias de almacenaje a 6°C y que previamente se habian mezclado. El instrumental utilizado
es un reémetro AR1000-N (TA Instrument) equipado con cilindros co-axiales (Radio 1 = 15 mm, Radio 2 = 13,83
mm, Altura = 32 mm, Entrehierro = 2 mm). Para el segmento ascendente, la tensioén de barrido continuo aplicada varia
de 0 a 60 Pa durante un tiempo de 1 minuto de acuerdo con un modo lineal. Para el segmento descendente, la tensién
de barrido continuo aplicada varfa de 60 a O Pa durante un tiempo de 1 minuto de acuerdo con un modo lineal. Los
valores tomados en cuenta son el drea de isotropia y el umbral de flujo; este tltimo se calcula de acuerdo con el modelo
de Casson.

La viscosidad de la leche fermentada obtenida con la cepa Streptococcus thermophilus CNCM 1-2980 se midi6
después de 1, 7, 14 y 28 dias de almacenaje a 6°C (tabla 1). El valor de viscosidad medido después de un dia de al-
macenaje es de 53,3 Pa.s. Este valor varia poco en el tiempo mostrando la estabilidad de la leche fermentada obtenida
con la cepa Streptococcus thermophilus CNCM 1-2980. Comparativamente (tabla 1), las viscosidades medidas para
las leches fermentadas elaboradas con las cepas RD736 y RD676, consideradas como de débil poder texturante, estin
comprendidas entre el 26 y 30 Pa.s. Las otras cepas ensayadas generan leches fermentadas que presentan viscosidades
mds débiles que las obtenidas con la cepa CNCM 1-2980. Se puede distinguir un grupo de cepas que generan viscosi-
dades del orden de 40 Pa.s (CNCM 1-2979, CNCM 1-2423 y CNCM 1-2432) y un segundo, al que pertenecen CNCM
1-2980, que generan viscosidades del orden de 50 Pa.s.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 1

tiempos de almacenaje a 6°C

Viscosidad en Pa.s/pH
Cepas Almacenaje| Almacenaje Almacenaje Almacenaje
1 dia 7dias 14 dias 28 dias

CNCM 53,3/4,50 53,0/4,44 53,0/4,42 53,5/4,40
1-2980

CNCM 51,2/4 55 51,9/4,45 51,0/4,44 59,2/4,44
1-2429

CNCM 50,4/4,56 51,8/4,52 49,6/4,49 51,0/4,45
1-2978

CNCM 42,4/4 60 42,2/4,56 43,0/4,55 43,0/4,45
1-2432

CNCM 42,0/4,60 41,9/4,40 42,0/4,37 43,0/4,30
1-2423

CNCM 37,8/4,54 40,7/4,45 42,214 42 42,2/4,33
1-2979

RD676 29,6/4,60 30,0/4,57 30,0/4,57 30,0/4,52
RD736 26,0/4,45 26,0/4,34 28,0/4,34 27,0/4,26

Las mediciones de flujo han permitido definir dos descriptores reolégicos significativos (umbral de flujo y drea de
tixotropfa) para la descripcion reoldgica de las leches fermentadas (tabla 2). Para la leche fermentada obtenida con
la cepa CNCM 1-2980, los valores promedio son de 5,89 Pa y de 488 Pa/s para, respectivamente, el umbral de flujo
y el drea de tixotropia. Estos valores son significativamente diferentes de los obtenidos para las leches fermentadas
obtenidas con las cepas consideradas como no texturantes (RD676 y RD736). Por ejemplo para la leche fermentada
obtenida con la cepa RD676, estos valores promedio son respectivamente de 17,01 Pa y de 17083 Pa/s. En el caso de
cepas consideradas como texturantes, los valores de umbral de flujo y drea de tixotropia estdin mucho mds préximos
a los obtenidos con la cepa CNCM 1-2980, pero significativamente superiores, mostrando una capacidad texturante
superior a la de la cepa CNCM 1-2980.

TABLA 2

Valores del umbral de flujo y del drea de tixotropia (promedio de tres repeticiones) medidos usando el equipo
ARI000-N de leches fermentadas obtenidas con las diferentes cepas ensayadas después de
14 dias de almacenaje a 6°C

Cepas Umbral de flujo (Pa) | Area de tixotropia (Pals)
CNCM 1-2980 5,89 488
CNCM 1-2429 13,32 1215 (2 valores)
CNCM 1-2978 10,51 728
CNCM [-2432 12,27 1245
CNCM 1-2423 8,86 1344
CNCM 1-2979 13,56 1786

RD676 17,01 17083

RD736 15,91 33100
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4/ Caracterizacion sensorial de la cepa Streptococcus thermophilus CNCM [-2980, comparacion con las cepas de
referencia

Las leches fermentadas se evaluaron mediante un andlisis sensorial después de 14 dias de almacenaje a 6°C. El
analisis descriptivo cuantitativo de las leches fermentadas, conservadas a una temperatura 6ptima de degustacién
de 12°C, lo realiz6 un jurado de 9 expertos sobre una escala lineal no estructurada de 0 a 6 puntos. Este andlisis
de perfil sensorial se duplic6 con algunos dias de diferencia. Los jueces, previamente seleccionados y entrenados,
efectuaron su evaluacion sobre 4 descriptores de textura en la cuchara: quebradiza, resistencia a la mezcla, fibroso,
granulosidad, y sobre 4 descriptores de textura en la boca: se funde, adherencia, espesor, consistencia. Las diferencias
sensoriales se evaluaron mediante un andlisis de varianza (denominado ANOVA) de dos factores, de modelo fijo,
seguido de un ensayo de comparacién de promedio de Newman-Keuls con un umbral alfa del 5% sobre cada uno de los
descriptores. Se puso en practica un Anélisis de Componentes Principales (ACP) con los descriptores sensoriales como
variables y las cepas como individuos para visualizar el espacio producido. Una Clasificacién Ascendente Jerdrquica
(CAH) permiti6 distribuir los grupos de cepas sobre el ACP. Los programas informaticos utilizados para estos andlisis
estadisticos son Fizz® (Biosystémes), Statgraphics® y Uniwin plus®.

Los datos de la leche fermentada obtenidos con la cepa Streptococcus thermophilus CNCM 1-2980 se compararon
con los de las leches fermentadas obtenidas con las otras fuentes de referencia. Los valores promedio obtenidos con
las diferentes cepas para los descriptores de textura aceptados se indican en la tabla 3 y las diferencias significativas
que se obtienen de ANOVA y del ensayo de comparacion de promedios se muestran en la tabla 4 y en las figuras 3 y
4.

TABLA 3

Promedio de las puntuaciones atribuidas por el jurado de andlisis sensorial para las leches fermentadas obtenidas
con las diferentes cepas del estudio sobre los descriptores de textura

Descriptores en la cuchara Descriptores en la boca
: 3 . . s
Cepas Quebra- | Resistencia Granuloso | Fibroso € Adherencia | Espesor| Consistencia
dizo a la mezcla funde

CNCM 0,89 497 0,04 5,08 1,32 4,27 5,06 4,41
1-2980

CNCM 412 3,49 1,53 1,24 3,36 1,46 3,54 2,94
1-2429

CNCM 3,39 435 0,42 2,83 2,96 1,97 3,86 3,41
1-2978

CNCM 3,28 3,14 1,60 1,32 3,11 1,43 3,01 2,91
1-2432

CNCM 1,64 4,02 0,16 3,44 2,25 2,48 3,61 3,30
1-2423

CNCM 3,98 2,79 2,36 0,74 3,71 0,72 2,39 2,22
1-2979

RD676 4,98 1,46 5,14 0,17 4,98 0,04 0,91 1,03
RD736 4,35 1,45 3,43 0,04 5,18 0,31 0,77 0,67
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TABLA 4

Comparacion de promedios sobre cada descriptor de textura en la cuchara y de textura en la boca mediante el
ensayo Newman-Keuls al 5%. Interpretacion de los resultados: la diferencia entre las cepas
relacionadas con una misma letra no es significativa

Descriptores en la cuchara Descriptores en la boca
Cepas Resistencia a s
Quebradizo sistenct Granuloso|Fibroso © Adherencia|EspesorConsistencia
a mezcla funde
CNCM
E
1.2980 E A A D A A A
CNCM B C D D B C B BC
1-2429
CNCM C B E C B BC B B
1-2978
CNCM C CD D D B C Cc BC
1-2432
CNCM D B E B C B B B
1-2423
CNCM B D C E B D D C
1-2979
RD676 A E A F A D E
RD736 B E B F A D E

Las figuras 3 y 4 muestran una representacion mediante histograma de los resultados obtenidos en la tabla 4.

Para las cepas RD676 y RD736, consideradas no texturantes, todos los descriptores se diferencian significativa-
mente de otras cepas. Entre las cepas texturantes, la cepa CNCM 1-2980 se diferencia netamente y significativamente
en todos los descriptores, excepto en la granulosidad donde no se diferencia de las cepas CNCM 1-2978 y CNCM I-
2423.

El ACP permite situar las cepas en funcion de su distancia en relacion a los descriptores sensoriales.

El plano 1-2 del ACP en la figura 2 representa el 97,3% del espacio producido. La componente 1 divide dos
grupos de variables sensoriales. El primer grupo constituido por las variables: resistencia a la mezcla, espesor en la
boca, consistencia en la boca, fibroso en la cuchara y adherencia en la boca, explica la componente 1 a la derecha.
El segundo grupo, constituido por las variables: se funde en la boca, quebradizo en la cuchara y granulosidad en
la cuchara, explica la componente 1 a la izquierda. El primer grupo de variables es anti-correlativo con respecto al
segundo grupo. Estas variables permiten analizar las situaciones de las cepas sobre el plano. Por otro lado, el andlisis
en CAH permite clasificar las cepas en diferentes grupos que se representan en forma de circulos indicados sobre el
plano factorial 1-2.

El plano factorial divide varios grupos de cepas que aportan propiedades de textura diferentes. A partir de estos
andlisis se obtiene que las cepas RD736 y RD676 proporcionan a la leche fermentada una textura quebradiza y gra-
nulosa en la cuchara y que se funde en la boca. Del mismo modo, no proporcionan una textura espesa, adherente o
consistente en la boca, ni son resistentes o fibrosas en la cuchara en comparacién con otros grupos de cepas. Pro-
porcionan por tanto una leche fermentada no texturizada. Por el contrario, las cepas CNCM [-2429, CNCM 1-2432
y CNCM 1-2979 proporcionan leches fermentadas medianamente texturizadas; las cepas CNCM 1-2423 y CNCM I-
2978 proporcionan leches fermentadas texturizadas, y la cepa CNCM 1-2980 proporciona una leche fermentada muy
texturizada. Este andlisis demuestra que la cepa CNCM 1-2980 aporta caracteristicas de textura muy particulares en la
leche fermentada en comparacion con el resto de las cepas de referencia.

5/ Ensayo comparativo de resistencia a fagos de la cepa Streptococcus thermophilus CNCM 1-2980

La sensibilidad de una cepa a un bacteriéfago se establece por el método de placas de lisis. Se utilizaron cien ul
de un cultivo de la cepa a ensayar y 100 ul de una dilucién apropiada de un suero que contenia el bacteriéfago a
estudiar para sembrar 5 ml de medio agar sobreenfriado (agar al 0,6% peso/volumen) M17 suplementado con glucosa
10 mM en CaCl,, La mezcla se vierte sobre la superficie de medio agar solidificado (agar al 1,5% peso/volumen)
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M17 suplementado con glucosa a 10 mM en CaCl,. Después de incubar a 42°C durante 16 horas, la sensibilidad de
la cepa al bacteriéfago se evalda por la presencia de placas lisis. La ausencia de placas de lisis significa que esta cepa
es resistente a los bacteridfagos ensayados. El espectro de sensibilidad de una cepa a los bacteriéfagos (denominado
también lisotipo) estd constituido por el conjunto de sensibilidades y resistencias a los bacteri6fagos estudiados.

La tabla 5 mostrada a continuacién define los bacteriéfagos utilizados para este estudio y su cepa de origen/propa-
gacién. Son cepas y fagos procedentes de la coleccion de Rhodia Food. Los bacteriéfagos se seleccionaron por su
poder infeccioso en las cepas texturantes de referencia.

TABLA 5
Fagos
Nombre del fago | Cepa de origen
2972 CNCM 1-2423
4082 RD729
4074 CNCM [-2429
4154 CNCM [-2429
1272 CNCM [-2978
4128 RD852
1255 CNCM [-2432
1765 RD728
4121 RD862

Para evaluar el interés industrial de la cepa CNCM I-2980 con respecto a los problemas asociados con los bacte-
ri6fagos, se evalud y se comparo el lisotipo de la cepa CNCM 1-2980 con el de las cepas texturantes de referencia. La
tabla 6 muestra las sensibilidades de las cepas a estos diferentes fagos (lisotipo) establecidas por el método de placas
de lisis. Se observa que las seis cepas del estudio tienen lisotipos diferentes. En particular, la cepa CNCM 1-2980
presenta un lisotipo distinto al de las otras cepas texturantes ensayadas. En efecto los fagos ensayos no han podido
infectar a la cepa CNCM 1-2980.

TABLA 6

Lisotipo de cepas ensayadas

Cepas
Fagos CNCM CNCM CNCM CNCM CNCM CNCM
1-2980 1-2423 1-2978 1-2432 1-2429 [-2979
2972 - + - - - -
4082 - + - - - N
1272 - - + - - -
4128 - - + - - -
1255 - - - + - -
1765 — - - + . .
4074 - - : - + -
4154 - - - - ¥ Z
4121 - - - - - +
+ : sensible al fago ensayado; -: resistente al fago ensayado

11
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REIVINDICACIONES
1. Cepa bacteriana lactica que comprende al menos una secuencia seleccionada entre el grupo constituido por las
secuencias de nucleétidos SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC
ID N°7, SECID N° 8 y los 4cidos nucleicos que comprenden al menos un ORF cuyo producto de traduccién posee un
porcentaje de restos idénticos superior o igual al 80% con al menos una de las secuencias polipeptidicas procedentes
de las ORF identificadas en las secuencias SEC ID N° 1 a SEC ID N° 8.

2. Cepa bacteriana lactica de acuerdo con la reivindicacién 1 caracterizada porque se escoge entre los géneros
Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Bifidobacterium.

3. Cepa bacteriana lactica de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2 caracterizada porque pertenece a la especie
Streptococcus thermophilus.

4. Cepa de Streptococcus thermophilus depositada el 26 de febrero del 2003 en la Coleccién Nacional de Cultivos
de Microorganismos con el nimero 1-2980.

5. Secuencia de nucleétidos SEC ID N°1.
6. Secuencia de nucleétidos SEC ID N°2.
7. Secuencia de nucleétidos SEC ID N°3.
8. Secuencia de nucleétidos SEC ID N°4.
9. Secuencia de nucleétidos SEC ID N°5.
10. Secuencia de nucleétidos SEC ID N°6.
11. Secuencia de nucledtidos SEC ID N°7.

12. Secuencia de nucledtidos SEC ID N°8.

13. Acido nucleico que comprende al menos una secuencia seleccionada entre el grupo constituido por las secuen-
cias de nucleétidos SEC ID N°1, SEC ID N°2, SEC ID N°3, SEC ID N°4, SEC ID N°5, SEC ID N°6, SEC ID N°
7, SEC ID N°8, o un 4cido nucleico que comprende al menos un ORF en el que el producto de traduccién posee un
porcentaje de restos idénticos superior o igual al 80% con al menos una de las secuencias polipeptidicas procedentes
de los ORF identificados en las secuencias SEC ID N°1 a SEC ID N°8.

14. Vector de clonacién y/o de expresion que comprende al menos una secuencia seleccionada entre el grupo
constituido por las secuencias de nucleétidos SEC ID N°1, SEC ID N°2, SEC ID N°3, SEC ID N°4, SEC ID N°5, SEC
ID N°6, SEC ID N° 7, SEC ID N°8 o un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 13.

15. Vector de acuerdo con la reivindicacion 14 caracterizado porque es un plasmido.

16. Bacteria hospedadora transformada por un vector o un plasmido de acuerdo con las reivindicaciones 14 ¢ 15.

17. Bacteria de acuerdo con la reivindicacién 16 caracterizada porque es una bacteria lactica.

18. Bacteria de acuerdo con la reivindicacion 16 o 17, caracterizada porque es una bacteria lactica escogida entre
los géneros Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Bifidobacterium.

19. Procedimiento de construccién de una cepa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4 o de una bacteria de
acuerdo con las reivindicaciones 16 a 18 caracterizado porque la cepa o la bacteria se obtiene por transformacién
usando un vector que comprende al menos una secuencia seleccionada entre el grupo constituido por las secuencias
de nucleétidos SEC ID N°1, SEC ID N°2, SEC ID N°3, SEC ID N°4, SEC ID N°5, SEC ID N°6, SEC ID N° 7, SEC
ID N°8 o un 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 13.

20. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 19 caracterizado porque la transformacion se realiza después
de una insercidn en el genoma de la cepa o de la bacteria por al menos un evento recombinante

21. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 19 6 20 caracterizado porque el vector es un plasmido.
22. Composicién bacteriana que comprende al menos una cepa de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 4 o al

menos una cepa obtenida de acuerdo con el procedimiento de las reivindicaciones 19 a 21 o al menos una bacteria
transformada de acuerdo con las reivindicaciones 16 a 18.
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23. Uso de una cepa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4 o de una cepa obtenida de acuerdo con el proce-
dimiento de las reivindicaciones 19 a 21 o de la composicién bacteriana de acuerdo con la reivindicacién 22 para
elaborar un producto alimenticio o un ingrediente alimenticio.

24. Uso de acuerdo con la reivindicacién 23 caracterizado porque el producto alimenticio o ingrediente alimenta-
rio es un producto l4cteo, un producto cérnico, un producto cereal, una bebida, una espuma o un polvo.

25. Composicion alimenticia o farmacéutica que comprende al menos la cepa de acuerdo con las reivindicaciones
1 a4 o al menos una cepa obtenida de acuerdo con el procedimiento de las reivindicaciones 19 a 21 o la composicién
bacteriana de acuerdo con la reivindicacién 22.

26. Producto lacteo que comprende al menos la cepa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4 o al menos la cepa
obtenida de acuerdo con el procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 19 a 21 o la composicién bacteriana de
acuerdo con la reivindicacién 22.

27. Producto lacteo de acuerdo con la reivindicacién 26 caracterizado porque es leche fermentada, yogur, crema
madurada, queso, queso fresco, bebida lictea, producto lacteo retenido, queso fundido, crema de reposteria, requesén
o leche infantil.

28. Producto lacteo de acuerdo con las reivindicaciones 26 o 27 caracterizado porque comprende leche de origen
animal y/o vegetal.
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<110> RHODIA CHIMIE

<120> Bacterias lacticas texturantes

<130> P 02244

<160> 8

<170> PatentIn version 3.1

<210>1

<211> 16032
<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 1

tttgtaaazq
ataetaagtt
ttttaataza
agttcacast
tittegtttt
taatggagsa
gtaagcaaza
tgtatgctat
ttaggttttt
tccttcagaa
tagtttctcot
atcagacggc
tcaaagatgt
tcgagatett
ttgcctcata
tgagtagggtc
aaacaattta
caaaagtctt
cacgticaga
cgactactcc
aattaaccca
atggtactaa
accaacttgg
ttgatttcce
aacgctatag
ctgcgattgt
ataatctcca
atacacaact
gttcaaccgg
tagataatic
aagtgzttga
aagaaagttt
catcccatcg
ctaaggtaaa
aactttatta
acaacactca
gtgggcttag
atgatgcect
ctcaagttaa

gacgccattt
aaaatttttc
taggtaaata
ataatggaaa
ttittgeaaa
tacttaettt
acgtacgggt
ttrtagcattg
gaacatcatt
gactaagaaa
ggttggtatt
agcattttct
gagccagett
gatgtcagcet
tcaagaagct
ttatgctagce
tacttataza
caatatita

tgtcaatatt
acgtgatgca
cgcaggtatt
gallgaliac
tggtgtgaca
agttggagat
tttzgatggc
azacaagttg
agactctgt
tzattcaggt
acaattgacc
g=gtgtggca
cgtteactca
agatctcatt
tcgtaaggyg
ajcagaagea
caccitagac
atttgertog
tzatgtttig
cjaagaaaat
tagctcteat
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LISTA DE SECUENCIAS

ggtegtectt
aaactactag
tctgaceatt
atgatataasz
aaatgacaat
taatttttag
aatagatcat
gtcttattat
atcactattg
tcaccactag
tttggtttta
gaagtagaaa
actagegtac
ctcaaaaaag
tatgataatc
ctactagagt
attazaaaga
attactggta
attatgacag
tacgttaaga
tatggegttg
Lalyceeeyad
gtccataatg
atcczaatga
ggagataatg
gcttctctaa
cagacaaata
tctaszattta
tcttatgeqga
agtgectete
catattgttt
ggtgaaaghtt
atgtttgaga
gaagcacttt
attgtggaga
attgagttta
agagcegggy
gctgaccyglg
gttctaaaac

ttgtgttgta
aaagaatéaa
taaaqgtttaa
ttazatgat

tgasatgaaa
gagcaattta
gggggatggt
tcaccatgtt
gtttottogt
tgacaacggt
aacaaatgat
tgzgecatcgt
aggcacctac
ataaaaaagt
tteagtctqg
ctgtcgatag
agaatagcaa
ttgataccta
tacacatgaa
ttcctogtgg
aazcatctga
Ltaactlcac
atcaagettt
attcagazca
atcgtcgtaa
agtctgtatce
tttctttgga
cggtgacttc
tgccaaattc
aacctatrcaa
ttgatattga
acgceccaggqg
ctccagagge
atccagactt
aacitgaaas
gtgctegeac
taacgcctat
ttcgagaaat
caaagctctt

gctaatatct
aatatttcga
ctactaazaa
gatatcataa
ttgtattaat
tatgacttcg
caacgttgga
caattateaat
agttcttgcet
tgtattggtt
tgacatcact
ggttcctzag
taaggttgat
tgatgttiaaa
caaatctaaa
taattatgct
ctctgcazac
cggttcgatt
tacacataag
tggagcagac
acaaactctg
datctileett
cacaagtctt
agcacttgoa
aaaccaggaa
aaactttact
taccatteaat
tcaageagta
tagtctttac
aaatctastg
tgatggtcct
ggtacgtaag
taaaattttt
aactatttat
gaatctcatt
atcttggaaa
tgttgctcat
catcaacatg
tggagataaa

gttcgaagtg
agaaga&gac
tgtgaaagat
tgaaaacgtt
gttacsataa
cgtacgaatc
ttgaccatte
ttectatect
attagcatct
atcttctcge
aaccgtatga
gaaagtgaca
aagaacaata
gttgatgatg
gctatggtcet
tcaaatctaa
caagtagatt
tcaacagtgt
attctcttga
cagtatgata
gaagatctat
aagttgattg
catgggaagt
tttgtteotg
aaagtcattt
tcaatcgtta
gcttiggeta
actggtacag
atgatgaaac
gaggaaaaat
2aaactttag
attgtttcaa
geccaactttt
tatggaggtg
ccgegeatge
gaaattcata
attgagcgcet
gggtgctata
gataaagtaa

60
120
180
220
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480
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900
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tgcataatct
actacggccee
atcagtattt
actagcattg
tttegetget
aacgegtate
gcaagctiggt
atcagzagtt
trcagttaat
tcaagatgceg
ggtgacaaaa
ticaccaaac
ggtrgetgta
agatgccect
agaaatgccer
g-attataac
gatTagecs
attigctegc
gtcgggtaca
tgeccgatcta
tggrectgta
ggaagttgcet
cattgatgct
acaaaltzza
gttcttaggt
ttcttacgca
agcacatcct
cagattaaea
attatacaect
gagattacce
agtagttatt
aaatattgtt
tittcaatect
gttacanata
aagaatattc
gacaatatgg
ccztttatca
gaccaagttt
tttgaactta
ggtgaacaac
tatagctatg
ttcgtgetet
ccagccattt
ttcegtteta
atgtctagtyg
attcgtaaaa
agettqgtzg
gaacgtcgtt
gaaattactg
atctggcgag
caaaatgat
gggattect
taagaca2a
attagagcea
ctactgesc
aggagctct

fu «7 o

u

«Q oM

tgttegttat
tgggccgaga
caaacatgct
ataggégata
ctazataaac
tzcagtttcet
tatgttgtta
acctatitgg
&Ttaaagatg
attsctactg
caaacacttg
gtigaagatg
atcaaacgta
Ttggtécqgtq
ggaatgacac
ttatzaaagt
gcrattcegea
gttgaaactg
gttgggctcc
tttaaatcaa
aatgaaacga
ccacctaestc
cctagtcgtt
ggtattactg
cctcgtttcg
gtcgtecita
tcatatgstyg
cctagaazag
aggggtttag
tecgotgtege
asggaagtat
atgaaaatct
tcazatttge
cacgtcgegg
ctgttcttaa
tctzgattte
atggtaggat
agagtgttaa
t3attaatct
tgggaatcee
gtatccaaca
gagatatctt
gtgagattgt
ttgctcaaga
tgecgtgttga
gtatgtttaa
caagtcttga
gaacacgtcc
taagttttza
attttgatga
atatcaaaat
aacitcaszg
gcazaatatg
gatetccaat
gatactttat
aacezgaagaa
ttgagtcaga
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t-tttcgaga
ccaccattta
aagaatcttt
ttatcaatca
titgcacgaa
taggtactita
atcaggcaac
caaatgacta
¢azaattgaa
&tactcgIct
ctaataaggt
tcacaacgcet
atgtgcttct
aaatcctaga
ttcttggeat
tagttaacte
caaatattica
gtgaaggaaad
gaacacttct
atgagccetta
tttgccasac
caacaagtct
2tgattatgt
cccatcagge
taactaacgc
ataaagttga
agtacgggaa
gatagcatta
agtgaaagaa
tgttttcgea
tgtcctotta
taagtaraga
tctaatigca
aczttctotac
gtatttccge
tgatcaggca
ttcageaglt
acctgaaaat
gzcaagigad
agtatccatt
attgggtcct
ggcgaaacgc
tggaatcttc
ccgtgtggge
tgctgaggaa
gatagacaat
tgaacttcca
accaacettg
acctggtatce
agttgtaaac
cttattgaaz
atgattagat
gtggatitge
attatgeage
caactgcact
tacattagtc
tczacttect

zaaatttegt
tgaaagatgc
ttattgaaaa
2gataacact
cazagcttitg
tttctitate
a2gazaataat
taaagaqitt
tttgagtgag
tatttraat:
tcgtgaagtz:
cgaagaaget
tggggcaglg
tgazcgtgt.o
tectcectgat
3aaagtagac
actttetget
atCeaccacs
gattgatgcg
taazqgtctt
tgatatttct
trtgcaaaat
tatcaittat
tgatgctagt
ggicgaacaa
catgecagtt
aaaaacagac
atggcgatga
aaacéagaaa
gccatggtacg
ggtgtegtac
ggctacttgg
acatticrct
gtcaccatga
tcatctatet
cgtctigata
tgtgtcttgg
ttgatigaat
cagtacaayd
aatttgaatg
ttcasagtig
ttcctegata
ctttatccac
gasaatgjgac
attaaaaagc
gatccacgta
caattitgga
gatgagtacyg
acaggicttt
ctacatgttg
acgattaaag
gagaaaaata
gacctttgtt

tctatgegt
ctcecgtagat
attaccacca
atcaaatatt

tcatatggtt
ttatgaaatt
tcccaaaaca
aazaagtgatg
attcrIrtca
caaccaacat
aatctItst

attscatcaa
gcagaactgt
tctgttaaty
gcttcaaasa
aaattgccag
cttygaggat
cgeegtecag
acajataaca
tttgyctaaaa
gctcagatta
tctjtraact
gatacgcgta
fcazatizce
ggtttagatyg
gacaattita
acazcaccaa
citttggtta
tigaaacaaa
gataaatatg
Caalzaagaag
tgcggetect
ttcgtegear
ctagtaaaat
atgtagtgte
atgaactcat
cgtrtrtogce
ttteaggtgt
atacacgicg
atgttttete
ataatcctita
atgcgacaca
Ltlygygaita
cccttgaztt
ttacgtttte
tctgtggage
ttattcgtaa
gtatcttcaa
aattgatgga
ttaccaaeat
atgttctzaa
aatcttazac
ggcaagteag
cttatatcga
tagtagteat
atttatettg
gagaagttga
gaaaactctg
acaaatatct
ctgagagatt
tggcaggteat

gctagcgaca
gttaaaaaga
ttactagaaa
aaatcgacgt
cagcitztta
atacatceac
ctcaagattt
atgatglatt
ctazaatggt
ciLaasacigy
aaatcaacaa
agrcaccate
Tecitrgceagt
2agatgrgga
tttaaggaga
2gacggaags
eagtoatige
ggcgatite
attctgtitt
tttcaggaaa
ttattgcate
gatalttigal
ttggtctggt
cagcagctgg
gtggttctca
gatcatatgg
gtcettcaag
tataccttaa
tcaaattggt
accatataca
ttactatatc
tzcaactgtce
agatggaagt
tctettatac
tazaagtaac
tcagtatoaag
tttcactgat
ctcagtagta
Lycyteacea
tatgagtcag
tacgcatttt
tctagttagt
99atgatagy
grtttataza
tacaaatcasa
tggacatttc
aggtgatatg
accggaaceaa
tggacgaagt
tgggtggaca
gaaggatgga
ttgettetea
cagagttcca
caaaatcagg
attccttatg
gcgattaatg
agtagtcatc

24C0
24€0
252¢
2580
2640
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2820
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30€0
3120
3180
3240
3300
33€0
3420
3480
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3600
36€0
3720
3730
3840
38230
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£020
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£140
€230
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4440
4590
4550
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ggagatggly
gacttigcga
gatctcaaac
aacttatityg
atcgtgactt
gatatctttg
cctatcatte
cggtegtate
gaaagaactt
acggettaca
ttateatgta
atticaaaayg
cttatggcaa
tgttcaatac
cttegtagta
ggttctretg
gaccgetitt
ttttatcegt
ttegcacita
gtagcagitc
gtatttgata
caatttattg
agtattttti
ttaaggzagt
caggtttttc
agatggacaa
tcatgggeage
gagaacatgt
gtattattgt
ttatitgceea
aagagategt
atggcaacct
aaaaatgtgyg
attcttgatyg
gttgcgaztg
getttctotyg
atttgtagtt
ttaaatrita
ctttctgatt
agctatagac
ctaggtgcac
aatacagttg
actgaatata
atttcggagt
cgracttttt
tttaaattaa
ttttaatatt
tttgtaggac
aatccttaat
atattrtigt
aaatggagga
atcttgagga
aaataattet
agcgaaaata
cacgaaggtt
attegttgga
cagatgttat

aagtggcegtt
ctcatgaagt
atctrgttic
atitcacyge
ttaactccaa
gggcigtgat
ggaaagatgyg
ttraatttit
atggctcasaa
ccaattggre
ctagttggrtg
tatacaccasa
gttagtgggc
atagataact
tttaaaaaag
gtgggcattt
gggttacctt
gctattttee
aaattttaac
cgttttitte
gaatagataa
ttcagtggga
aatgattttt
tgatcgttta
aacttatgas
ctacatgact
aattgccaaa
aaatgatcat
tgtagaagat
aaagcagagt
tyatgaactt
ataatggayg
atattactgt
aatatagtaa
gattttataa
atcaggatga
ttaatgaace
tagcaaatca
ttgetggtty
cgaagtatat
aggttattat
gtcttggaag
aagtggaacc
atgetgtaat
tattasatagy
aagttctatt
acctatattc
caatgzaata
ttgttzaata
tgttaaaatt
agagteittg
gtgoettete
tattaatgac
toetgaattg
tggatatcaa
accgattgea
tatatttaac
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tcecagagygga
tgtcgaccat
cgatittgaa
tttaaaaaat
ttactacaaa
tggtctticta
aggaaccige
ataaatteeg
accagatgca
agtitateeg
atatgagcett
gtcaaaaacg
gtagcaatat
ggtcaatityg
agggsagtaa
ggcacacityg
tgataaagaa
tactaacaga
zaaagaaaga
Tcttggtaaa
accgacagta
ggagatgaaa
gttacagtcyg
&aaaaadaayg
ccteaatact
cactctgata
ggcasaaasc
cagttagagt
attacttcac
caattttacc
gtagaaggag
aaaatactta
cectggrtest
gagatacaac
tttgatgcaa
tgtttgggat
tgctttatat
tgaactcaac
tacaggagtt
gttgatgeat
tgatacaaga
aagtctatct
acagatgazqg
tgcaaatget
azataatgtt
azataaatte
ttattacast
tttaaaagygs
atttgetttt
ggatatatag
ctttttagta
tecgattatag
gggtcaacag
atazagytat
catgecegtag
cttgaggtge
cacaatacat

gtceccaatas
gtgtttatca
gtcatggeta
agaaaaatca
catagccata
atttgtgetce
tattitegtt
ttetatgtat
gggtggtatyg
azaaaacaagt
ggtaggtact
acgacttaat
tacggecttt
gleggetate
gtagagtata
aatatgetta
gatgczagaa
aattttaaaa
cctgacgita
ctgtttggag
actggraaat
actgtctatce
gaacccacyga
gtattattac
gtgactggaa
tcattataac
caattgttgt
ttgcagaaca
tctgtgaaat
ctaaaggatce
agattcgtga
cgagagcaat
gacgatggtt
ttaatatggt
gaagecagtca
acagataaac
tattgtggtc
acagascgya
ttcaataaat
gatacatgga
ccgcatatgt
gcatacttca
gaactteiot
tgttgtaatt
gatttttgea
taatttatta
aggaaagtta
accttgetat
tctttgggat
taaatttaaa
ttataatacc
ggcagactga
atgatagtge
ttcataggtc
gaagatacat
tcazagacge
ataaaaatgqg

ttecttttga
gctiaccgay
ttgatgtgag
zacaagitag
tctitectaza
tegrcgggat
cajazacgag
atagatgea

fitaaaatgg
ctygatgaat
cetecaccga
tttaaaccygy
gacgaagtay
aagatattgt
tcatgaaagt
aaccttttig
gtattttaas
atttagtaaa
ttatttcatc
cgaaaacggt
tggtttateo
ccaaagctat
acagoccttt
agatgaggtt
aaaacttatc
ccatggiggt
tccaagacaa
ggtttcigga
tttattaaaa
acagtttatct
aacctaaaat
tagatagtgt
caattgacaa
attcagggea
aaatggattt
tttecateqg
aaagattgge
cacteccatac
cgrtattaaa
tattaaazgt
attataggca
aacaggtaaa
taggatatgq
ataaaacgqga
cgatgggatt
ggacgttagt
tttgegattt
ttacaatatt
tattccaaag
atatcactit
tgztittaat
tgaaatatcel
gaaaattigt
aaatcatggt
aattaattgt
aatcgtcegaa
tgtaaacgag

tcatgegatt
tcaacattac
tctagatatt
agaccataqgt
gcgecatgttg
tgtettaget
tagggzaasaa
agaaacggaa
ataatgaccc
tgccacagtt
cagtggatga
ygattiaccgy
ttasactcga
tgaagactat
ttgtttagta
gagtgaacay
agatgagcag
gaatacttit
aggagcagey
ttatatagasa
agtgacagat
taatctgggy
aataggctta
tttattcaga
tettattotyg
ccagcgacat
gazaaatatqg
cgttttggga
ggeagtaacg
tttaaattca
acttgtactt
tttettacaa
tacgtgtgcet
acatcraaatr
tgactactic
agtrictgcea
cgacggtaat
aaggittate
ggaagttgtt
ctgttigget
acetggtggt
acagratata
tgatagastt
tegtgaggea
aaatatcacc
attggaaate
taavataaaa
aazagacageC
aaataagatt
aazagtaagt
gtcgaaaaat
gaaggatgtyg
gatgagtatg
ttoetictta
gactcagatg
tacaacaace
attgcataca

5820
5880
5540
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
€480
6540
€600
6660
6720
6780
€840
€900
€960
7020
7080
7140
7200
7268
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7140
7800
78EL
792¢
798¢
804C
8100
8168
§220
8280
3340
8400
3460
8520
8580
3640
3700
8760
8820
8880
8840
3000
3060
912¢
9180



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ataacatttt
ttetgactgqg
atataastag
agattgaaca
atagggcagyg
tagttctgga
atttttcaat
gttgggagaa
ttzasaaagc
tactaataaa
aazataagat
taagaagtaz
tttcaactat
actgatgctce
gattgtactt
agacttattt
gtiaaaaquy
gettggtgta
atatgercea
actttattta
trtgagtgtt
aacaacagtt
actotegtyg
aatactcggt
aattogettg
tgatgttteg
tctecgittta
tgeazazaaa
tatetqzgog
Tritctttct
tatatgatac
gcaazastgt
aatgaazcaa
aaateggcett
tatttizata
tttttaggat
cttgttzacc
ftaaatttat
atagtagtga
gazcgagttyg
acaggtagaa
cttrcggett
cttgaataca
aagaagggaa
cataagttct
gtctgeattce
agccgaaaaa
zagegtatte
acaaaataga
etatagaaga
cagttataaa
zaaatagguyg
cgegtgeeag
cagatgacat
atgeagatat
ttctggagga
gtaaactatea

tacagagtct
aaatcgratt
agactatezat
attcaaazgt
ategggtetg
tgaaattcaz
teaaagttttg
taaaagcgag
aghgcttcas
gatgitggat
aggctgagtt
cgtattaaac
tcgatggagt
atattattgt
attacggeta
attttattgc
cratttiggy
atagagatga
gratatgttt
tcaattaatc
tragtataca
cttttatraa
ggatatecat
tacggtaatc
gctoteatga
atagtagcta
tattacggec
ttagagaaga
atttatgazag
aaagtaacag
caaaqggttat
atatcgagtc
actttgattt
ttgtttegga
ctgatgtcoa
gtgaactcaa
caggtctagg
acgaatcaca
aaacaactag
caggaattaa
tttcagteac
tagatasgat
aagtcagaag
ttttgguatt
tcctaatgat
agaaagotict
aatactgtce
gcatttaaat
aaatgcatsat
ttgctigaat
tgatggttca
tggaagcgag
aaatgctgot
tcteoecagag
tttacaagaa
aaaagttttt
caagagttct
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gtttctgecee
aatagegttt
zaatatazag
gegaacacgt
accacaaaat
aaagaacgag
tectattgetg
caaataagat
ttggctacaa
aagggttryga
tgagagggaa
ttgatacgtt
tatcaatagt
tgtttacaat
taglgtatqgg
ttgeggegta
aaaaartagt
ctaaattcte
ctingastgt
ggtataaatt
tratttgrag
tatgtaataa
ctatttrggt
ccattatgag
attttaatac
aaacgaatag
taataggatt
taaatgagtt
gaaacatggt
ataattatte
tcactattgt
atggaaaaaa
gaattgtige
ttatgcaaga
gctaataaqgt
trtcgaaaay
tttiggtacy
acactttatt
actgttgaayg
tatttactet
tgasaaaact
tattaataag
aatigritet
tctaaaaaaa
ggtirggtty
ataatctcia
aaggctaagy
gctigtagte
gatitgcaaa
tctgtectgty
acagatggas
ctatgcatea
ctttctaata
aztactattt
agttggtatt
gaagitggaa
gtattaaaaa

agatagataa
gtggtgcaat
gtcttaatas
ttgcatatat
ttgatcgaaa
aaatqgtggya
gaagagcaat
acttgcatga
taaggazata
ttegtettat
agtttttaga
aatartrttg
tggaaatcca
catecitaag
attagitaac
tgttgeggat
gatatitita
catcaataag
atatggotge
gacazagtta
atcaaggaca
tccazasaac
tttazattrt
cactgtaaat
tiatggtatt
atattatgct
attatggtat
ggtcctgaty
ttctttaggt
agaagaatta
tggtttggay
tatttaccga
gattatgtta
ctatggatea
tctectgaac
gaattatcay
gaaccgaaga
gataaaaatg
gggcatggte
catgaatatt
gtatctatac
atagaacaga
aagccattta
tgataagact
cttttcatra
cagtagtttt
tgcctatcaa
cgagacccaa
ttatrattge
gtcaacattc
cagagcatat
gagttataaa
ttgaagcaaa
ctgttaigtt
cgtttgatga
caaaaggata
atttttaatt

gctagatgtg
ttgtaaaaag
tgqagaagat
a2ataaaccr
ttattttaaa
tettectgat
cacacagtea
tattegtaat
tcttcagaaa
agtittgatyg
ggataaatqga
attrtiatta
ttcaggcaay
aaatacacaa
tatecgagitt
caagtagat
rcgebraata
tatctatcen
caagraggay
aaagttctat
gagctaatct
titaateasy
gggttaatat
gatgtattat
tcactattiyg
ttagataaty
tcatatattc
gitgtactct
ggaaatttca
aaaagttagt
gaaaacctct
attatgagat
aagaggcata
tttataztta
caatcataga
gtgatactaa
aggatttita
gagacctoaa
tacaggtaa
tttgceeaat
accattaceca
gtagaagtgg
gaggegitaa
gtggtattet
tagttcttat
acccactata
atcazasatyg
tgggactitgt
ggoctataat
aaaatataaa
acttociggt
tcaggacaac
gtatgtaatyg
agataaagca
tgaaaatigtyg
tgtttcggga
tccaaaagga

tgaaagagt
gattgtatig
agccttcaaa
ctotataatt
tcttttagaa
gtagatagat
agatacaatt
gatgactact
gaccatatit
ttggatatta
atagtataga
tettagcaac
tgattcttgt
tazaaaaaat
caggttatac
ttaataacqt
fattticagt
ttgtagazrge
ftttattrit
tagtitggtt
tagtatcagt
ttaagaggat
atacttitte
tcaatggyay
gecteeccaat
gtiatacagt
aaattcagac
ttateatcaa
tgattatagc
agggagctag
accagaagat
aaaagagtgy
tcaagaaaayg
cggtggaatt.
aaatggaget
ccaaactgaa
tcgtgagota
tttggaaaca
tgattotatt
taacztatcgt
agazagttgy
agttggaact
tegtetgaag
taataggtcet
tggacgttLt
gaaattatag
tccatagaag
tatactatga
accyaacaat
actttggtga
ataacttcgyg
cgagggcttt
tttttagact
ttiataactyg
agtgaaaaca
tatsettggy
tactggtity

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9726

9780

9840

9320

9960
13020
13080
10140
13230
12260
13320
13330
13440
13500
19550
19620
13680
19740
10800
16850
10920
10930
11040
11106
11160
11228
11282
11340
11403
11489
11523
1158¢
11640
11708
11765
11820
1188¢
11946
12000
12060
12126
12188
12240
12306
12360
12423
12480
12540
12600
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aagatacacc
atattgttta
agaaatcagt
aagtgtcata
ccaggataaa
taatgaaaat
tagcacttag
agattaagtg
aggectitttg
atataccaat
aggtgtatta
tgacagtaag
aaatrtaatt
caagcagtat
aaccatgtat
atctgtratt
tggavatttt
agcacatatt
ggttaattat
tgacagatat
atcgaaaatt
gictgeogta
agcatataat
agccagtttt
aattgcaatc
ggattciaas
tttaatactt
ttttgaggta
tatatttagy
tgaaatggaa
gctatatttt
gaaaagggga
attatggeac
ggctetrtgt
cettttttta
aaaaccgaag
grttgaatag
asagacagtt
ctcatczact
agtaagctct
gcggaaagtc
tecgecagtga
tgcaatzctt
aacgatitig
cattgtygala
tatagtagtt
cgcecacaaaa
gagtttgtca
cgacacgoga
aactttttgt
caccecttact
tgoegttece
catctttcca
gatatgagty
taattetgty
ttcattatag
tagtrtace

<210>2
<211> 906
<212> ADN

astcactttt
tggctatcga
tgatactttt
tgatcagcaa
gaatcaggaa
ttattttagt
azatagacaz
acacagggag
accctaagta
atatratcega
crceegatee
tatgatagaa
gttattettg
gccatatttt
gtcagaggaa
actatatgcot
atggccaata
traggggata
agtaaaccat
atcgttgtoa
ccttegatac
aaggatttcyg
tgcatgatgg
tigtatgcaa
gtattcggag
atatttgcga
acacccatia
tggallttta
gatcttatta
aattctiatt
aaggatatic
agrgasttat
taaccttcag
caactgtagt
tgtatgttca
cccaageget
tecgtticta
tgaaaataat
ctctteicet
tttgaaaaga
tttgaataaa
tttttcaagg
gtctttaaaa
acgttiggaa
aactgtacct
tggcggegat
gceaatteoe
taatgticct
agtcuictg
cegactagat
ctectacaac
gcttgeicga
tggcaatgag
tcagtticaa
trattettaa
ttcrtaggy
cactacagaa

<213> Streptococcus thermophilus

ES 2329470 T3

attcttgcag
ctgaatccaa
tgggttacgg
tcatatgaat
aagazzatac
ggtttttctt
tttatccagt
aacagttagt
gtttttcaac
ctactcaata
tcacattgaa
aatcaategt
ggertigege
tctreetgat
tagacsaaat
taaatgtite
taatcggecee
ttcatttaga
tgattgcaaa
ttttttgtgg
taatatt:
accctgagga
ttgttctatg
aagactttta
caatgtccgg
satcaactgt
tgggaccatt
gatatitgca
cttatttctt
tatatgitet
ttttoctatt
agtatgaaga
gcaatcgric
gggtgacgaa
gtgtgatgaa
tgatgtettt
gtgegtttit
gattgacctt
gaaagigaaa
ctagtgteit
aagaattgag
ctegatagygg
aggcaagtec
agaglclycy
gttgtcggac
tatcaaggat
ctttcttgaa
tgaaagtaaa
caatateagt
tggagatttg
tittacactg
gaagagagat
gacatgatgg
aaacaagcga
taagtttcat
actttitgtg
attatagage

caatgoeaat
atggaattac
asttatgttt
atttattaag
gagaagcagt
caaaagattc
ttgaattatc
gaatagatac
czaattactt
tggaacctat
Latacaygeaa
gacagtgaca
agzattatacsa
gtttttatcg
atctgacttg
gttcttages
gatggttcas
geaagcatalt
cegcatcgeg
gttggctgaa
tcagacaatt
taaaaacgoc
ctetggaatt
totegotige
atatattgga
ttgTggagce
gegagolgel
atccaggaga
getgttttot
tgaaategga
gzacaaaggt
tagggataat
ttcaatatta
aagctaaca

gacacgettic
gatcaactta
gatgtattge
gectectattt
da&caaaagc
cgcaacaact
agatagttta
tagtgacttc
aaggtgctgg
ggctaglygy
titcaatgga
ggttatgagt
cccaaactesn
ctgatcaage
tagtgacact
geagttttic
gaaacgacgt
tttagagttt
tgaagggtes
aatottgats
aasgttcttee
tacactcaaz
caatatatct

taaagtggta
agcazagtca
gaacgaacta
acaatcattg
atttgtcitg
aaagetgaag
aazactghtat
agatattigt
agtttctrtt
gatttattta
goggtgatyga
gcaacgtict
trtgtatcta
cagtcgcrat
retttitcaa
tttcticact
tcactitatt
cagtcigaaa
tggtgggtaa
aatggaatat
tttaatcagg
tttttcacca
attgtatcta
aaatacgtac
ggsatiicty
ataactaatg
attgctacgy
tatattagga
cagtcgatta
attttrattt
agtaattcaa
gacgtggttt
cttgzgaagt
ctagagagga
ttaaagitga
ttagtegett
ttgtgicraa
teetectatea
tgatzaaglyg
tceatotggty
cagetgTect
ttatcgaact
atgatgtgga
atataggctc
tacttcaaaa
tegttogrot
teccaggaca
ttacgataga
ftctcagtte
tcaacgatag
tttttcagac
ttttgaaagt
teaagitote
tittggtett
taatgatggt
aagctctata
cotgtetatt

ttttgggtta gc

accataaagg
atctttecata
cecaagatica
atpaatgaag
acatcagaal
aasatagaaa
ttgtaatgat
tazaaaacat
tggtaccqtt
atactacaat
gattttccat
ttattctite
gegtgatige
ccgggatgat
gtgtaatage
ggggactigt
tgattgttaa
aasatgaaat
ataattttee
attcagtgge
cgtggacget
atacatataa
acaaactgtt
catggttaac
ctgctgtcaa
taatattaaa
cagtatecta
+tagggtiaa
tactttigat
tgatagtttt
tcaasatgsa
acaggctcta
cgtggrtaty
ccygataggt
taaagtttict
caagtttege
gazaagtcct
gttcaaagza
tatagtagtc
ctaaagtttyg
tttggaagag
ggttcatgat
aacgatcaay
cagacatatc
agtagttteg
cataattctyg
tazcagcagg
cagtggacgt
ggagttgtgt
atgtctcage
gtagtagagt
catacttgat
cttgaatcic
tgattcegat
ttygttgett
atzecctacag
tttatgctac

12680
12720
12780
12840
12900
12950
13020
13080
13140
13200
13250
13320
13380
13440
13500
13550
13620
13680
1374¢C
13800
138560
13920
13980
14040
14100
14150
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14780
14820
14880
14940
15000
15050
15120
15180
15240
15300
15350
15420
15480
15540
13600
15860
15720
15780
13840
15800
15850
16028
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<400> 2

<210>3

aaggagagat
tacttacgag
gttecgtgacg
tacaacttaa
atggaagaag
tgggatacag
ttatattatt
ctcaacacag
ggagttttca
atgcatgata
acaagaccgc
ctatctgcat
atgaaggaac
aatgcttgtt
aatgttgatt
aaatta

<211> 1032
<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 3

<210> 4

atggaggaag
cttgaggagt
ataattctta
Cgaaaatatc
cgaaggtttg
tcgttggaac
gatgttatta
aacattttta
ctgactggaa
ataaatagag
attgaacaat
agggcaggat
gttctggatg
ttttcaatta
tgggagaata
aaaaaagcag
ctaataaaga
aataagatag

<211> 1140
<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

tcgtgaaacce
agczattaga
atggttcaat
tatggtattc
cagtcaaaat
ataaactttc
gtggtcaaag
aacggacact
ataaatcgtt
catggatatt
atatgtatta
acttcaaaca
ttctcttagg
gtaattataa
tttgcacgat

agtttttgct
gcettectete
ttaatgacgg
ctgaattgat
gatatcaaca
cgattgcact
tatttaacca
cagagtctgt
atcgtattaa
actataataa
tcaaaagtgc
cgggtatgac
aaattcaaaa
aagttttgtce
aaagcgagca
tgcttcaatt
tgttggataa
gc
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taaaatactt
tagtgttttt
tgacaatacg
agggcaacat
ggattttgac
catcggagtt
attggccgac
ccatacaagg
attaaaggaa
aaaagtctgt
taggcaacat
ggtaaaacac
atatggtgat
aacggatecgt
gggattaaat

ttttagtatt
gattataggg
gtcaacagat
aaaggtattt
tgccgtagga
tgaggtgctc
caatacatat
ttctgececag
tagcgtttgt
atataaaggt
gaacacgttt
cacaaaattt
agaacgagaa
tattgctgga
aataagatac
ggctacaata
gggtttgatt

gtacttatgg
ttacaaaaaa
tgtgctattce
ctaaatgttg
tacttcgett
tctgcaattt
ggtaatttaa
tttatcettt
gttgttagct
ttggctctag
ggtggtaata
tatataactg
agaattattt
gaggcacgta
atcaccttta

ataatacctg
cagactgatg
gatagtgcga
cataggtcaa
agatacataa
aaagacgcaa
aaaaatggtg
atagataagc
ggtgcaattt
cttaataatg
gcatatataa
gatcgaaatt
atgtgggatt
agagcaatca
ttgcatgata
aggaaatatc
cgtcttatag

caacctataa
atgtggatat
ttgatgaata
cgaatggatt
tctgtgatca
gtactt:ttaa
attttatagce
ctgattttgce
atagaccgaa
gtggacaggt
cagttggtct
aatataaagt
cggagtatgce
cttttttatt
aattzaaagt

tttttaatgt
aaatatctga
aaatttgtga
atcatggttt
ttaattgtga
tcgtecgaata
taaaggagat
tagatgtgtt
gtaaaaagga
gagaagatag
ataaacctct
attttaaatc
ttectgatgt
cacagtcaag
ttcgtaatga
ttcagaaaga
ttttgatgtt

tggaggaaaa
tactgtcctg
tagtaagaga
ttataatttg
ggatgatgrt
tgaacctgct
aaatcatgaa
tggttgtaca
gtatatgttg
tattattgat
tggaagaagt
ggaaccacag
tgtaattaca
aaatagaaat
tctattaaat

cgaaaaatat
aggatgtgaa
tgagtatgag
gcttcttaca
ctcagatgat
caacaaccca
tgcatacaat
gaaagagttt
ttgtattgat
ccttcaaaag
ctataattat
ttttagaata
agatagatat
atacaattgt
tgactactlLt
ccatatctta
ggatattaaa

60
126
180
240
300
360
120
480
540
600
660
720
780
840
302
906

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1032
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<400> 4

<210>5

atgaatagta tagataagaa gtatcgtatt aaacttgata
attatgttag caactttcaa ctattcgatg gagttatcaa
caagtgattc ttotactgat gctcatatta ttgttgttta
acaataaaaa aaatgattgt atttattacg gctatagtgt

gtttcaggt:
gattttaata
aatatattts
teccattgtag
ggagttttat
ctattagttt
atcttagtat
aaagttaaca
atatatactt
ttartcaatg
tttggetcece
aatggttata
attcaaattc
ctectttatcea
ttcatgatta

<211> 810
<212>ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 5

<210>6

tatatgatac
gcaaaaatgt
aatgaaacaa
aaatgggctt
tattttgata
tttttaggat
cttgttaacc
ttaaatttat
atagtagtga
gaacgagttyg
acaggtzgaa
ctttcggctt
cttgaataca
aagaagggaa

<211> 750
<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

atacagactt
acgtgttaaa
cagtgcttgg
aagcatatgce
ttttacttta
ggtttttgag
cagtaacaac
ggatactctc
tttcaatact
ggagaattgg
caattgatgt
cagttctegt
agactgcaaa
tcaatatctg
tagettttet

caaaggttat
atatcgagtc
actttgattt
tigtttcgga
ctgatotcga
gtgaactcaa
caggtctagg
acgaatcaca
aaacaactag
caggaattaa
tttcagtcac
tagataagat
aagtcagaag
ttttgggatt
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atttatttta
agttctattt
tgtaatagag
tccaggatat
tttatcaatt
tgttttagta
agttctttta
gtggggatat
cggttacggt
cttggctctc
ttecgatagta
tttatattac
aaaattagag
ggggatttat
ttctaaagta

tcactattgt
atggaaaaaa
gaattgttgce
ttatgcaaga
gctaataagt
tttcgaaaag
ttttggtgeg
acactttatt
actgttgaag
tatttactct
tgaaaaaact
tattaataaq
aattgtttct
tctaaacaaa

ttgcttgegg
tgggaaaaat
atgactaaat
gtttcttcga
aatecggtata
tacattattt
ttaatatgta
ccatctattt
aatccratta
atgaatttta
gctaaaacga
ggcctaatag
aagataaatg
gaaggaaaca
acagataatt

tggtttggag
tatttaccga
gattatgtta
ctatggatta
tctcctgaac
Jaattatcag
jaaccgaaga
gataaaaatg
gggcatggtt
catgaatatt
jtatctatac
ategaacaga
aagccattta

cgtatgttge
tagtgatatt
tcteecatcaa
atgtatatyg
aattgacaaa
gtagatcaag
ataatccaaa
tggttttaza
tgagcactgt
atacttatgg
atagatatta
gattattatg
agttggtect
tggtttcttt
attcagaaga

gaaaacctct
attatgagat
aagaggcata
tttataatta
caatcataga
gtgatactaa
aggattttta
gagacctcaa
ttacagqgtaa
tttgcccaat
accattacca
gtagaagtgg
gaggagttaa

cgttaatatt tiigattttt
tagttggaaa tccattecagg
caatcatcct taagaaatac
atggattagt taactatcga

ggatcaagta
tttategett
taagtatcta
ctgccaagcea
gttaaaagtt
gacagagcta
aaactttaat
ttttgggtta
aaatgatgta
tatttcatta
tgctttagat
gtattcatat
gatggttgta
aggtggaaat
attaaaaagt

accagaagat
aaaagagtgg
tcaagaaaaq
cggtggaatt
aaatggagct
ccaaactgaa
tcgtgageta
tttggaaaca
tgattctatt
teactatcgt
agaaagttqgg
agttggaact

tcgtctgaag

60
120
180
240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
810
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<400> 6

<210>7
<211> 435

gttcttecta
cattcaaaaa
aaaaaaatac
tattcgeatt
atagaaaatg
aaagattgct
ataaatgatg
aggggtggaa
gccagaaatg
gacattctcc
gatattttac

gaggaaaaag
ctatacaaaa

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 7

<210> 8

tttccaaaag
attaaagtgg
acagcaaagt
ttgaacgaac
agacaatcat
gtatttgtcc
tcaaagatga
tcaaaactgt

<211> 1452
<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

atgatggttt
gctctataat
tgtccaaggc
taaatgcttg
catatgattt
tgaattctgt
gttcaacaga
gcgagctatg
ctgctcttte
cagagaatac
aagaaagttg
tttttgaagt
gttctgtatt

gatactggtt
taaccataaa
caatctttca
taccaagatt
tgatgaatga
tgacatcaga
agaaaataga
atttg
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ggttgctttt
ctctacagta
taaggtgcct
tagtccgaga
gcaaattatc
ctgtggtcaa
tggaacagag
catcagagtt
taatattgaa
tatttctgtt
gtattcgttt
tggaacaaaa
aaaaaatttt

tgaagataca
ggatattgtt
taagaaatca
caaagtgtca
agccaggata
attaatgaaa
aatagcactt

cattatagtt
gttttaccca
atcaaatcaa
cccaatggga
attgcggcect
cattcaaaat
catatacttg
ataaatcagqg
gcaaagtatg
atgttagata
gatgatgaaa
ggatatgttt

ccaatcactt
tatggctatc
gttgatactt
tatgatcagce
aagaatcagg
atttatttta
agaaatagac

cttattggac
ctatagaaat
aaatgtccat
cttgttatac
ataataccga
etaaaacttt
ctggtataac
acaaccgagg
taatgttttt
aagcatttat
atgtgagtga
cgggatatcc

ttattcttge
gactgaatcc
tttgggttac
aatcatatga
gaaagaaaat
gtggtttttc
gatttatcca

gttttgtctg
tatagagccg
agaagaagcyg
tatgaacaaa
acaatatata
ggtgacagtt
ttcggaaaat
gctttcgggt
agactcagat
aactgatgca
aaacattctg
ttggggtaaa

agcaatgcca
3aatggaatt
ggaattatgt
atatttatta
acgagaagca
ttcaaaagat
gtttgaatta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
750

60
120
180
240
300
360
420
435



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 8

gtgagacagg
ttgaccctaa
aatatattat
ttactccecge
aagtatgzata
attgttattc
tatgccatat
tatgtcagag
attactatat
tttatggcca
attttagggg
Lataglaaac
tatatcgttg
attccttcgs
gtaaaggatt
aattgcatga
tttttgtatg
atcgtattcg
aaaatatttg
cttacaccca
gtatggattt
agggatctta
gaaaattctt
tttaaggata
ggaagtgaat

gagaacagtt
gtactttttc
cgactactga
teccteacatt
gaaaatcaat
ttgggctttg
ttttettect
gaatagacaa
gcttaaatgt
atateatcqgg
atattcattt
catlgaltyc
tgattttitg
tacttaatat
tcgaccctga
tggttgttct
caaaagactt
gagcaatgtc
cgaaatcaac
ttatgggacc

tagatattt
ttacttattt
atttatatgt
ttcttttget
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agtgaataga
&accaaatta
atatggaacc
gaatatacag
cgtgacagtyg
ggtaaattat
gatgttttta
aatatctgac
ttegttctta
ccegatggit
agagceagca
aadacdgeale
tgggttgget
ttttcegaca
ggataaaaac
atgctctgga
ttatgttget
cggatatatt
tgtttgtgga
attoggacct
gcagtccagyg
cttcctagttt
tcttgaaatc
attcaacaaa

tacagatatt
cttagtttct
tatgatttat
gaagcggtga
acagcaaggt
acatttgtat
tcgcagtcege
ttgtettttt
gcatttcttce
caatcacttt
tatcagtctg
gcylgylyyg
gaaaatggaa
atttttaate
ggctttttca
attattgtet
tggaaatacqg
ggaggaattt
gcgataacta
gctattgcta
agatatatta
tgtcagtcga
cgaattttta
cgtagtaatt

tgttaaaaaa
Ttttggtacc
ttaatactac
tgagatttte
tctttattcet
ttagcgtgat
tatccgggat
caagtghaat
actggggact
atttgattgt
acaaeaatga
Laaaladalll
tatattcagt
acgcgtggac
ccaatacata
ttazcaaact
taccatggtt
ttgctgetgt
atgtaatatt
cggcagtatce
ggattagggt
ttatactttt
ttttgatagt
caatcaaaat

cataggccett
gttatatacc
aataggtgta
cattgacaqgt
ticaaattta
tgccaagcayg
gataaccatg
agcatctgtt
tgttggatat
tazagcacat
aatggttaat
Llclgacaga
cgcatcgaaa
cectgtetges
taaagcata:z
gttagccagz
aacaattgca
caaggattct
aaatttaata
ctattttgag
tzatatatt:
gattgaszatg
tttgctatet
gaagaaaacqg

60
120
180
240
300
350
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1620
1680
1110
12¢0
1260
1320
1380
1440
1452
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