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DESCRIPCION
Un método y una ordenacién para soportar verticalmente elementos de resistencia eléctrica pendientes
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a la modulacion entre otras de la resistencia de una célula frente a un acido
nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo. En particular, la presente invencion se refiere, en un
aspecto, al uso de uno o mas genes cas o proteinas para la modulacién de la resistencia de una célula frente a un
acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mimo.

Antecedentes de lainvencion

Cultivos, tales como los cultivos iniciadores (“starter”), se usan ampliamente en la industria alimenticia en la
produccién de productos fermentados incluyendo los productos de leche (tales como yogurt, mantequilla y queso),
productos carnicos, productos de panaderia, vino y productos vegetales. La preparacion de cultivos es labor intensa,
que ocupa mucho espacio y equipamiento, y hay un riesgo considerable de contaminacién con bacteria de
degradacion y/o fagos durante la etapa de propagacion. El fracaso de los cultivos bacterianos por infecciéon de
bacteriéfago (fago) y multiplicacién es un problema muy importante con el uso industrial de cultivos bacterianos. Hay
muchos tipos diferentes de fagos con mecanismos variantes para atacar las bacterias. Ademas, aparecen nuevas
cepas de bacteri6fagos.

Las estrategias usadas en la industria para minimizar la infeccién de bacteriéfago, y asi el fracaso de un cultivo
bacteriano, incluyen el uso de: (i) cultivos iniciadores mezclados; y (ii) el uso alterno de cepas que tienen diferentes
perfiles de susceptibilidad a fago (rotaciéon de cepa).

(i) Tradicionalmente, los cultivos iniciadores en la industria lactea son mezclas de cepas bacterianas de &cido

lactico. La composicién compleja de los cultivos iniciadores mezclados asegura que esti presente un cierto
nivel de resistencia a ataque de fago. Sin embargo, el sub cultivo repetido de cultivos de cepa mezclada
conduce a cambios impredecibles en la distribucién de cepas individuales y finalmente dominancia de cepa
indeseada. Esto por turnos puede conducir a susceptibilidad incrementada a ataque de fago y riesgo de
fracasos de fermentacion.

(ii) La rotacion de cepas bacterianas seleccionadas que son sensibles a diferentes fagos es otro enfoque para

limitar el desarrollo del fago. Sin embargo, es dificil y engorroso identificar y seleccionar un numero suficiente
de cepas que tengan perfiles de diferente tipo de fago para proporcionar un programa de rotacién eficiente y
fiable. Ademas, el uso continuo de cepas requiere realizar un cuidadoso seguimiento de los nuevos fagos
infecciosos y la necesidad de sustituir rapidamente una cepa que esta infectada por el nuevo bacteriéfago por
una cepa resistente. En la produccion de plantas donde grandes cantidades de cultivos iniciadores a granel
(“bulk starter”) se realizan con anticipacion, normalmente no es posible dicha respuesta rapida.

Se han realizado varios intentos para mejorar la resistencia de los cultivos para usar en la industria.

Pedersen et al. (“7th symposium on lactic acid bacteria: genetics, metabolism and applications”, 1-5 de Septiembre,
2002, Egmond aan Zee, Paises Bajos) ensefia una cepa de Lactococcus lactis resistente a fago, la cual tiene no
actividad timidilato sintasa y la cual requiere timidina durante la replicacion del ADN.

El documento WO 01/14520 describe una bacteria de acido lactico que tiene una susceptibilidad reducida hacia el
ataque por al menos un tipo de bacteriéfago. Dichas bacterias de acido lactico comprenden un gen mutado
implicado en el metabolismo de pirimidina, principalmente pyrG que da como resultado un defecto en la CTP
sintetasa.

Kosuge et al. (1998- “Appl. Environ. Microbiol”, Volumen: 64, Ejemplar: 11, Pagina(s): 4.328-4.332) y Kosuge et al
(1994-FEMS “Microbiology Letters”, 123 (1/2)55-62) ensefia una bacteria Thermus thermophilus HB27 que esta
mutada en el gen proB y es incapaz de utilizar prolina para el crecimiento.

Bolotin et al. “Microbiology” 2005, Vol. 151, p2.551-2.569 ensefia que numerosos genomas procariotas contienen
estructuras conocidas como CRISPRS.

Jansen et al. “Molecular Microbiology” 2002, Vol. 43, N° 6, p1.565-1.575 us6 andlisis in silico para estudiar una
familia novedosa de secuencias de ADN repetitivas (CRISPR) en procariotas.

Sin embargo, hay una continua necesidad de mejorar los cultivos para usar en la industria.
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Compendio de lainvencién

En la presente memoria se describe el uso de los loci CRISPR o0 un componente de los mismos para modular la
resistencia de una célula frente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo.

CRISPRs (del Inglés “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats” “Repeticiones Palindromicas
Cortas Regularmente Interespaciadas Agrupadas”) (también denominadas SPIDRs- del Inglés “Spacer Interspersed
Direct Repeats”, “Repeticiones directas intercaladas de Espaciador’) constituyen una familia de loci de ADN
recientemente descritos. Los loci CRISPR consisten en repeticiones de ADN cortas y altamente conservadas
(generalmente de 24 a 40 pb, repetidas entre 1 y 140 veces) que son parcialmente palindrémicas. Las secuencias
repetidas (normalmente especificas a una especie) estan interespaciadas por secuencias variables de longitud
constante (generalmente de 20 a 58 pb dependiendo de CRISPR). Hasta 20 loci CRISPR distintos se han
encontrado dentro de un cromosoma sencillo.

Aungue la funcién bioldgica de los loci CRISPR es desconocida se han propuesto algunas hipétesis. Por ejemplo, se
ha propuesto que pueden estar implicados en el acoplamiento del cromosoma a una estructura celular, o en la
replicacién del cromosoma y particion del replicon (Jansen et al., 2002; Pourcel et al., 2005). Ademas, Mojica et al.
2005 plantea la hipotesis de que CRISPR podria estar implicada en conferir inmunidad especifica frente a ADN
exogeno y Pourcel et al. (2005) plantea la hipétesis de que CRISPRs son estructuras que son capaces de absorber
piezas de ADN ex6geno como parte de un mecanismo de defensa. Bolotin et al. (2005) sugiere que los elementos
espaciador de CRISPR son las trazas de invasiones pasadas por elementos extracromosOmicas, y plantea la
hipétesis de que proporcionan una célula con inmunidad frente a infeccién de fago, y mas generalmente expresion
de ADN exdégeno, mediante la codificacion de un ARN anti-sentido. Bolotin et al. (2005) también sugiere que los
genes cas son necesarios para la formacion de CRISPR.

Al contrario de las ensefianzas de la técnica anterior que plantean la hipotesis de que CRISPR o los espaciadores
CRISPR podrian estar implicados en conferir inmunidad especifica, la presente invencién se basa, en parte, en el
sorprendente descubrimiento de que los genes cas o proteinas son requeridos para la inmunidad frente a un acido
nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo.

Incluso mas sorprendentemente, los inventores han descubierto que uno 0 mas genes cas 0 proteinas estan
asociados con dos o més repeticiones CRISPR dentro de los loci CRISPR. En otras palabras, los genes cas o
proteinas parecen ser especificos para una repeticion CRISPR de ADN dado, que quiere decir que los genes cas o
proteinas y la secuencia repetida forman un par funcional. Por consiguiente, se pueden usar uno o0 mas
espaciadores CRISPR junto con uno o mas de estos pares funcionales (es decir, repeticiones CRISPR y genes cas)
para modular la resistencia de una célula frente a un acido nucleico o un producto de transcripcion del mismo.

En una realizacion, para que uno o mas espaciadores CRISPR confieran inmunidad a la célula, la(s) repeticion(es)
CRISPR y el(los) gen(es) cas o proteinas forma(n) una combinacién funcional, es decir, la(s) repeticién(es) y el(los)
gen(es) cas o proteinas son compatible(s).

Por consiguiente, en la presente memoria sugerimos por primera vez que un gen cas o proteina influye resistencia,
tal como la resistencia de una bacteria a uno 0 mas bacteriéfagos. En particular, el conocimiento de dos o mas
repeticiones CRISPR y/o uno o mas genes cas 0 proteinas para una célula dada sera una ventaja para predecir,
determinar y modificar su resistencia, por ejemplo, su lisotipo, el cual define la resistencia/sensibilidad de una
bacteria dada a diversos bacteriéfagos. Por lo tanto, la identificacion y la deteccién de loci CRISPR en, por ejemplo,
células y bacteriéfagos podria ayudar a determinar, predecir y modificar el perfil de resistencia de una célula o
interacciones fago-hospedante.

Ventajosamente, la aplicacion de uno o més loci CRISPR, dos 0 més repeticiones CRISPR, uno o més genes cas o
proteinas y/o uno o méas espaciadores CRISPR en ingenieria genética podria conducir a variantes resistentes o
sensibles de células para usarse dentro de una amplia diversidad de aplicaciones en la industria de la biotecnologia.

En un aspecto se ha proporcionado un método para modular la resistencia de una célula bacteriana frente a un
acido nucleico diana o producto de transcripciéon de un bacteriéfago del mismo que comprende las etapas de:

(i) identificar uno o mas seudo espaciadores CRISPR en un genoma de bacteriéfago que es capaz de
proporcionar resistencia al &cido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo;

(i) preparar un acido nucleico recombinante que comprende un gen casl y al menos dos repeticiones CRISPR
junto con dicho identificé uno 0 méas seudo espaciadores CRISPR identificado; e

(iii) introducir dicho &cido nucleico recombinante en de dicha célula bacteriana para asi volver a la célula
bacteriana resistente a dicho acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo.
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En otro aspecto se ha proporcionado una célula obtenida u obtenible mediante el(los) método(s) descrito(s) en la
presente memoria.

En un aspecto adicional se ha proporcionado el uso de una célula para modular la resistencia de una célula frente a
un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo.

En otro aspecto se ha proporcionado un cultivo celular que comprende una célula para modular la resistencia de una
célula frente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo.

En un aspecto adicional se ha proporcionado un producto alimenticio o comida que comprende el cultivo descrito en
la presente memoria.

En otro aspecto se ha proporcionado un proceso para preparar un producto alimenticio o comida que comprende el
uso del cultivo descrito en la presente memoria.

En un aspecto adicional se ha proporcionado el uso del cultivo descrito en la presente memoria para preparar un
producto alimenticio.

Realizacién preferida

En algunas realizaciones, los uno o0 mas genes cas o proteinas se usan en combinacion con dos o mas repeticiones
CRISPR.

En algunas realizaciones, los uno o0 mas genes cas o proteinas y/o las dos o méas repeticiones son o son derivables
(preferiblemente, derivadas) a partir de la misma célula.

En algunas realizaciones, los uno o mas genes cas o proteinas y las dos o mas repeticiones CRISPR se dan
conjuntamente de manera natural en la misma célula.

En algunas realizaciones, los uno o0 mas genes cas 0 proteinas se usan en combinacién con uno o mas
espaciadores CRISPR.

En algunas realizaciones, el(los) espaciador(es) CRISPR esta(n) o es(son) derivable(s) (preferiblemente,
derivado(s)) a partir de un organismo que es diferente a la célula a partir de la cual los uno o mas genes cas o
proteinas y/o las dos o mas repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas).

En algunas realizaciones, el espaciador se obtiene a partir de una célula que es resistente a un acido nucleico diana.
En algunas realizaciones, el espaciador CRISPR es una secuencia sintética de acido nucleico.
En algunas realizaciones, el(los) espaciador(es) tiene(n) homologia al acido nucleico diana.

En algunas realizaciones, el(los) espaciador(es) tiene(n) 100% de identidad al &cido nucleico diana sobre al menos
la longitud de la zona central del espaciador CRISPR.

En algunas realizaciones, los uno o0 mas genes cas o0 proteinas se usan en combinaciéon con al menos uno o0 mas
espaciadores CRISPR y al menos dos o mas repeticiones CRISPR.

En algunas realizaciones, el acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo es o es derivable
(preferiblemente, derivado) a partir de ADN bacteriéfago.

En algunas realizaciones, el acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo es o es derivable
(preferiblemente, derivado) a partir de ADN plasmido.

En algunas realizaciones, el acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo es o es derivable
(preferiblemente, derivado) a partir de un elemento genético movil.

En algunas realizaciones, el acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo es o es derivable
(preferiblemente, derivado) a partir de un elemento transponible o una secuencia de insercion.

En algunas realizaciones, el acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo es o es derivable
(preferiblemente, derivado) a partir de un gen de resistencia a antibiotico.

En algunas realizaciones, el acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo es o es derivable
(preferiblemente, derivado) a partir de un acido nucleico que codifica un factor de virulencia.

En algunas realizaciones, el factor de virulencia se selecciona entre el grupo que consiste en un acido nucleico que
codifica una toxina, una intemalina y una hemolisina.
4
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En algunas realizaciones, los uno o méas genes cas y las dos o mas repeticiones CRISPR son o son derivables
(preferiblemente, derivados) a partir de la misma célula.

En algunas realizaciones, los uno 0 mas genes cas y las dos o mas repeticiones CRISPR se dan de conjuntamente
de manera natural en la misma célula.

En algunas realizaciones, los espaciadores CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de un
organismo que es diferente a la célula a partir de la cual los uno 0 mas genes cas y/o las dos 0 mas repeticiones
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados).

En algunas realizaciones, la célula es una célula receptora o una célula hospedante.

En algunas realizaciones, los uno o méas genes cas o proteinas y/o las dos o mas repeticiones CRISPR son o son
derivables (preferiblemente, derivados) a partir de la misma célula.

En algunas realizaciones, los espaciadores son o0 son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de un
organismo que es diferente a la célula que comprende los uno o mas genes cas o proteinas y las dos o mas
repeticiones CRISPR.

En algunas realizaciones, los uno o mas genes cas o proteinas y las dos o mas repeticiones CRISPR se dan
conjuntamente de manera natural en la misma célula.

En algunas realizaciones, dicha modificacion comprende la inserciéon de uno o mas espaciadores CRISPR y/o seudo
espaciadores CRISPR en la célula.

En algunas realizaciones, el espaciador de la célula tiene 100% de homologia al espaciador CRISPR o seudo
espaciador CRISPR del organismo.

En algunas realizaciones, dicha modificacién comprende modificar por ingenieria genética el espaciador CRISPR de
la célula.

En algunas realizaciones, se modifica todo o parte del espaciador en la célula.

En algunas realizaciones, dicha modificacion comprende la modificacién de un espaciador recombinante.

En algunas realizaciones, dicha modificacion se da a través de mutacion o mutagénesis espontanea.

En algunas realizaciones, se someten a delecion los al menos uno o mas espaciador(es) CRISPR en la célula.
En algunas realizaciones, se someten a delecion los al menos uno o mas repeticion(es) CRISPR en la célula.
En algunas realizaciones, se someten a delecién uno o mas genes cas.

En algunas realizaciones, se someten a delecion CRISPR y/o uno o mas genes cas.

En algunas realizaciones, se someten a delecion los uno o mas genes cas o proteinas y/o dos o0 mas repeticiones
CRISPR en la célula.

En algunas realizaciones, las secuencias de nucledétidos del gen cas y la repeticion CRISPR son o son derivables
(preferiblemente, derivados) a partir de las mismas o diferentes cepas.

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos del gen cas y la repeticion CRISPR son o son derivables
(preferiblemente, derivados) a partir de las mismas o diferentes especies.

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos del gen cas y la repeticion CRISPR son o son derivables
(preferiblemente, derivados) a partir de los mismos o diferentes géneros

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos del gen cas y la repeticion CRISPR son o son derivables
(preferiblemente, derivados) a partir de los mismos o diferentes organismos.

En algunas realizaciones, el acido nucleico diana en el bacteri6fago es una secuencia altamente conservada de
acido nucleico.

En algunas realizaciones, el acido nucleico diana en el bacteriéfago codifica una proteina de especificidad a
hospedante.

En algunas realizaciones, el acido nucleico diana en el bacteriéfago codifica una proteina que es esencial para la
supervivencia, la replicacion o el crecimiento del bacteri6fago.

5
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En algunas realizaciones, el acido nucleico diana en los bacteri6fagos codifica una helicasa, una primasa, una
proteina estructural de cabeza o cola, una proteina con un dominio conservado (por ejemplo, holin, lisina y otros) o
unas secuencias conservadas entre genes importantes de fago.

En algunas realizaciones, el método para determinar la resistencia de una célula a un acido nucleico diana o un
producto de transcripcion del mismo comprende la etapa adicional de comparar la secuencia de los uno o mas
espaciadores CRISPR en la célula con la secuencia del acido nucleico diana.

En algunas realizaciones, el método para determinar la resistencia de una célula a un acido nucleico diana o un
producto de transcripcion del mismo comprende la etapa adicional de determinar el perfil de resistencia de la célula.

En algunas realizaciones, dicho cultivo es un cultivo iniciador o un cultivo probiético.
Figuras

Figura 1

Representacion esquematica de CRISPR de S. thermophilus CNRZ1066 (42 repeticiones).
Figura 2

Andlisis de gréfico de puntos de secuencias de la proteina Cas (A) y secuencias del locus CRISPR (B). Los nombres
del organismo (género, especie, cepa) estan indicados en el lado derecho de cada grafico de puntos (por ejemplo
Sth_LMG18311= cepa LMG18311 de S. thermophilus).

Figura 3

Las secuencias espaciadoras del locus CRISPR de S. thermophilus CNRZ1066 se confrontaron (busquedas de la
secuencia corta casi exacta usando BlastN en la pagina de internet NCBI) frente a la base de datos de virus, y se
alinean con las parejas posteriores en bacteriofagos S. thermophilus. (A) La tabla indica las secuencias
espaciadoras de CNRZ 1066 CRISPR que presenta identidades significantes de secuencia con las secuencias del
fago (células oscuras). (B) Alineamiento de la secuencia de secuencia interespaciadora n°29 con ocho secuencias
de fago. (Observacion: el espaciador n°20 muestra similitud con un numero de proteinas de especificidad a
hospedante).

Figura 4

Estructura secundaria en horquilla (“stem-loop”) putativa de una secuencia de repeticion CRIS1PR de S.
thermophilus. Unicamente se muestra una cadena de ADN.

Figura 5

La integracién de un espaciador CRISPR en el locus CRISPR de Streptococcus thermophilus proporciona
resistencia frente a un bacteriéfago al que el espaciador CRISPER muestra identidad. DGCC7710 parental es
sensible a fago, y BIM DCBCC7710RH1 es resistente a fago. BIM DGCC7710RH1 tiene un nuevo espaciador (Sn)
en el locus CRISPR, el cual muestra 100% de identidad a la secuencia del fago. En la etapa (b) la cepa se enfrenta
al fago 858 y se selecciona un mutante resistente a fago. En la etapa (c) el locus CRISPR | del mutante tiene un
espaciador adicional que comparte 100% de identidad con la region 31921-31950 pb del fago.

Figura 6

La integracién de un espaciador CRISPR en el locus CRISPR de Streptococcus thermophilus proporciona
resistencia frente a un bacteriéfago al que el espaciador CRISPR muestra identidad. DGCC7710 parental es
sensible a fago, y BIM DGCC7710RH2 es resistente a fago. BIM DGCC7710HR?2 tiene un nuevo espaciador (Sn) en
el locus CRISPR, el cual muestra 100% de identidad a la secuencia del fago. En la etapa (b) la cepa se enfrenta al
fago 858 y se selecciona un mutante resistente a fago. En la etapa (c) el experimento se repitié independientemente
y se seleccioné otro mutante. El locus CRISPR | del mutante tiene un espaciador adicional (diferente al del en RH1)
gue comparte 100% de identidad con la regién 17125-17244 pb del fago.

Figura 7

La ordenacion de espaciador de CRISPR | en diversas cepas de Streptococcus thermophilus. Los nimeros indican
la posicion del espaciador. Los nombres de la cepa estan enumerados a la izquierda. Las letras indican el tipo de
espaciador CRISPR, con espaciadores idénticos descritos con un codigo de 2 letras similares. Los espaciadores con
polimorfismos de nucledtido sencillo se etiquetan con combinaciéon de letra idéntica, complementado con una
etiqueta “prime”. Los espaciadores Unicos no estan descritos mediante una combinacion de letra, y se dejan en
blanco.
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Figura 8

Homologia de espaciadores CRISPR con secuencias conocidas, incluyendo secuencias cromosémicas bacterianas
(sombreado en gris), secuencias de ADN plasmido (cuadrados negros) y secuencias genémicas de fago (sombreado
en negro).

Figura 9

Una representacion grafica del sistema de plasmido usado para producir por ingenieria genética un ndmero de
construcciones en Streptococcus thermophilus tal como se describe por Russell, M. W., y T.R. Klaenhammer (2001)
“Efficient system for directed integration into the Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus gasseri chromosomes
via homologous recombination. “Applied and Environmental Microbiology” 67:4.361-4.364.

Figura 10

Una representacion grafica del plasmido usado para productos de PCR de subclén de las diversas construcciones
descritas en la presente memoria (caskKO, cas4 KO, RT y S1S2). El plasmido estd comercialmente disponible por
Invitrogen en el kit TOPOTA Cloning®.

Figura 11

Una representacion gréfica del plasmido usado para la recombinacion homdloga en una realizacion de la presente
invencion.

Figura 12

Una representacion gréfica que ilustra la preparacion de la construccion CAS1KO en la cual el gen casl esta
alterado por recombinacion homologa.

Figura 13

Una representacion gréfica que ilustra la preparacion de la construccion CAS4KO en la cual el gen cas4 esta
alterado por recombinacién homdloga.

Figura 14

Una representacion grafica que ilustra la modificacion por ingenieria de la construccion S1S2 usando cebadores
(“primers”) especificos y reacciones de PCR iterativas. El primer panel ilustra todos los cebadores usados y la
disposicién para las dos primeras reacciones de PCR (reaccioén n°1 con cebadores P1y P2 y la reaccidon n°2 con
cebadores P2 y P3). El segundo panel muestra los productos de PCR obtenidos a partir de las dos primeras
reacciones de PCR, con el producto de la reaccion n°l a la izquierda y el producto de la reaccién n°2 a la derecha.
El tercer panel muestra la tercera reaccion de PCR, usando una combinacién de los productos de las dos primeras
PCRs como la plantilla para la tercera reaccién de PCR, y el primer P1 de la primera reaccién junto con cebador P4
de la segunda reaccion. El cuarto panel muestra el producto de la PCR n°3, la cual técnicamente genera la
construccion S1S2.

Figura 15

Una representacion gréafica de los detalles para el disefio de cebador para los cebadores 2 y 3, los cuales contienen
las secuencias clave para el experimento, derivadas de los espaciadores idénticos a las secuencias de fago (los
productos de PCR derivados a partir de estos cebadores de PCR generaran los espaciadores que proporcionaran
por Ultimo resistencia a los fagos).

Figura 16
Una representacion gréafica de la integracion de la construccion S1S2.
Figura 17

Una representacion grafica de la preparacion de la construccion RT usando una enzima de restriccion para generar
la construccion RT a partir de la construccion S1S2. Hay sitios de restriccion Bgll dentro de las repeticiones que
permiten que se corte la parte “media” de la construccién. Después de la digestion enzimatica, se usa una ligasa
para juntar las dos piezas finales, generando asi una nueva construccion que tiene RT, pero no espaciadores.

Figura 18
Una representacion gréafica de la integracion de la construccion RT.
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Figura 19

Una representacion grafica de la construccion RT'.
Figura 20

Una representacion grafica de la construccion RT .
Descripcion detallada de la invencién

Locus CRISPR

Los loci CRISPR son una clase distinta de repeticiones de secuencia cortas intercaladas (SSRs, del Inglés “Short
Sequence Repeats”) que son reconocidas por primera vez en E. coli (Ishino et al. (1987) “J. Bacteriol”. 169:5.429-
5.433; Nakata et al. (1989) “J. Bacterial”. 171:3.553-3.556). Se han identificado SSRs intercalados similares en
Halorefax mediterranei, Streptococcus pyogenes, Anabaena y Mycobacterium tuberculosis (Groenen et al. (1993)
“Mol. Microbiol”. 10:1.057-1.065; Hoe et al. (1999) “Emerg. Infect. Dis”. 5:254-263; Masepohl et al. (1996) “Biochim.
Biophys. Acta” 1.307:26-30; Mojica et al. (1995) “Mol. Microbiol”. 17:85-93). Los loci CRISPR difieren de las otras
SSRs por la estructura de las repeticiones, las cuales se han calificado repeticiones cortas regularmente espaciadas
(SRSRs, del Inglés “Short Regularly Spaced Repeats”)(Janssen et al. (2002) OMICS “J. Integ. Biol”. 6:23-33; Mojica
et al. (2000) “Mol. Microbiol”. 36:244-246). Las repeticiones son elementos cortos que se dan en grupos, que estan
siempre regularmente espaciados por secuencias intermedias Unicas con una longitud constante (Mojica et al.
(2000) “Mol. Microbiol”. 36:244-246). Aunque las secuencias de repeticion estan altamente conservadas entre las
cepas, el numero de repeticiones intercaladas y las secuencias de las regiones espaciador difieren entre cepa y
cepa (van Embden et al. (2000) “J. Bactetiol”. 182:2.393-2.401).

Las caracteristicas estructurales comunes de los loci CRISPR estan descritas en Jansen et al. (2002) como (i) la
presencia de multiples repeticiones cortas y directas, las cuales muestran ninguna o muy pequefia variacién de
secuencia dentro de un locus dado; (ii) la presencia de secuencias espaciadoras no repetitivas entre las repeticiones
de tamafio similar; (iii) la presencia de una secuencia lider (“leader”’) comin de unos pocos cientos de bases de
pares en la mayoria de especies que abrigan los loci CRISPR muiltiples; (iv) la ausencia de largas pautas de lectura
abierta dentro del locus; y (v) la presencia de uno 0 mas genes cas.

Las CRISPRs generalmente son secuencias cortas parcialmente palindrémicas de 24-40 pb que contienen
repeticiones invertidas internas y terminales de hasta 11 pb. Aunque se han detectado elementos aislados,
generalmente estan ordenados en grupos (hasta aproximadamente 20 o0 mas por genoma) de unidades repetidas
espaciadas por secuencias de 20-58 pb intermedias Unicas. Las CRISPRs generalmente son homogéneas dentro de
un genoma dado con la mayoria de ellos siendo idénticos. Sin embargo, hay ejemplos de heterogeneidad en, por
ejemplo, las Arqueas (Mojica et al. 2000).

A modo de ejemplo, el genoma de Streptococcus thermophilus LMG18311 contiene 3 loci CRISPR; las secuencias
repetidas de 36 pb son diferentes en CRISPR1 (34 repeticiones), CRISPR2 (5 repeticiones) y CRISPR3 (una
secuencia sencilla). No obstante, estan perfectamente conservadas dentro de cada locus. Las repeticiones
CRISPR1 y CRISPR2 estan respectivamente interespaciadas por 33 y 4 secuencias de 30 pb de longitud. Todas
estas secuencias interespaciadoras son diferentes una de otras. También son diferentes de las encontradas en la
cepa CNRZ1066 (41 secuencias interespaciadoras dentro de CRISPR1) y en la cepa LMD-9 (16 dentro de CRISPR1
y 8 dentro de CRISPR3), las cuales ambas son S. thermophilus. La Figura 1 describe una de las CRISPRs
identificadas en S. thermophilus.

Diversos métodos para identificar los loci CRISPR son ya conocidos en la técnica. A modo de ejemplo, Jensen et al.
(2002) describe un enfoque basado en la informatica en el cual se buscan los motivos CRISPR en las secuencias de
nucleétidos usando el programa PATSCAN en el servidor del “Mathematics and Computer Science Division at the
Argonne National Laboratory”, Argonne, IL, USA. El algoritmo que se uso6 para identificar los motivos CRISPR fueron
p1=a...bc...dp1c...d p1c...dp1, en el que ay b son el limite inferior y superior de tamafo de la repeticion y p1y c
y d son el limite inferior y superior de tamafio de las secuencias espaciadora. Los valores de a, b, ¢ y d se pueden
variar a partir de aproximadamente 15 a aproximadamente 70 pb en incrementos de aproximadamente 5 pb.

Los loci CRISPR se pueden identificar usando graficos de puntos (usando, por ejemplo, un programa informatico
denominado Dotter).

El analisis de similitud de secuencia se puede realizar usando diversos métodos que son bien conocidos en la
técnica. A modo de ejemplo, el andlisis se pueden realizar usando NCBI BLAST con una base de datos de genomas
microbianos (http://www.nc-bi.nlm.nih.gov) y GenBank.

La amplificacion de los loci CRISPR ha sido descrita en, por ejemplo, Mojica et al. (2005) y Pourcel et al. (2005). La
amplificacion de la region deseada de ADN se puede alcanzar mediante cualquier método conocido en la técnica,
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incluyendo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del Inglés “Polymerase Chain Reaction”). Por
“amplificacion” queremos decir la produccion de copias adicionales de una secuencia de acido nucleico. Esto
generalmente se lleva a cabo usando tecnologias de PCR bien conocidas en la técnica (Dieffenbach y Dveksler
(1995) “PCR Primer, a Laboratory Manual” (Cold Spring Harbor Press, Plainview, New York).

Por “reaccion en cadena de la polimerasa” o “PCR” queremos decir un método tal como el descrito en los
documentos US4.683.195 y US4.683.202, los cuales describen un método para incrementar la concentracion de un
segmento de una secuencia diana en una mezcla de un ADN gendémico sin clonacién o purificacién. La longitud del
segmento amplificado de la secuencia diana deseada se determina mediante las posiciones relativas de dos
cebadores de oligonucleétido con respecto el uno al otro, y por lo tanto, esta longitud es un parametro controlable.
En virtud del aspecto de repeticion del proceso, el método se refiere a “PCR”. Debido a los segmentos amplificados
deseados de la secuencia diana llegan a ser las secuencias predominantes (en términos de concentracion) en la
mezcla, se dice que es “PCR amplificada”.

En el enfoque de PCR, se pueden disefiar los cebadores de oligonucleétido para usarse en las reacciones PCR para
amplificar todo o parte de un locus CRISPR. Por “cebador” queremos decir un oligonucleétido, si se da de manera
natural como en una digestion de restriccion purificada o sintéticamente producido, el cual es capaz de actuar como
un punto de inicio de sintesis cuando se coloca bajo condiciones en las cuales se induce la sintesis de un producto
de extension de cebador que es complementario a una cadena de &cido nucleico (es decir, en presencia de
nucleétidos y un agente de induccidn, tal como ADN polimerasa y a una temperatura y pH adecuados). El cebador
puede ser de cadena sencilla para maxima eficacia en la amplificacion, pero alternativamente puede ser de doble
cadena. Si es de doble cadena, el cebador se trata primero para separar sus cadenas antes de usarse para preparar
productos de extension. El cebador puede ser un oligodeoxiribonucleétido. El cebador debe ser suficientemente
largo para cebar la sintesis de los productos de extension en presencia del agente de induccion. Las longitudes
exactas de los cebadores dependeran de muchos factores, incluyendo la temperatura, la fuente de cebador y el uso
del método. Los cebadores de PCR generalmente son al menos aproximadamente 10 nucleétidos de longitud, y la
mayoria generalmente al menos aproximadamente 20 nucleétidos de longitud.

Los métodos para disefiar los cebadores de PCR vy la clonacién de PCR generalmente se conocen en la técnica y
estan descritos en Sambrook et al. (1989) “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (22 Edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Plainview, New York). Véase también Innis et al. eds. (1990) “PCR Protocols: A Guide to Methods
and Applications” (Academic Press, New York); Innis y Gelfand, eds. (1995) “PCR Strategies” (Academic Press, New
York); y Innis y Gelfand, eds. (1999) “PCR Methods Manual” (Academic Press, New York). Métodos conocidos de
PCR incluyen, pero no se limitan a, métodos que usan cebadores emparejados, cebadores anidados, cebadores
especificos sencillos, cebadores degenerados, cebadores especificos a gen, cebadores especificos a vector,
cebadores parcialmente desemparejados y similares.

Los loci CRISPR pueden comprender, consistir o consistir esencialmente en ADN o ARN de origen gendmico,
sintético o recombinante.

Los loci CRISPR pueden ser de doble cadena o de cadena sencilla si representan la cadena sentido o antisentido o
combinaciones de las mismas.

Los loci CRISPR se pueden preparar mediante el uso de técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, ADN
recombinante), tal como se describe en la presente memoria.

Las secuencias de nucleottidos descritas en la presente memoria se pueden obtener a partir de bases de datos, tales
como GenBank o la pagina de internet de JGI en http://genome.jgi-psforg/mic_homc.html.

Orientacién del CRISPER
Para evitar la duda, en el contexto de la presente invencion el locus CRISPR esta orientado tal como sigue.

El lider CRISPR es un segmento de ADN conservado de tamafio definido. Por ejemplo, la secuencia lider de
CRISPR1 de S. thermophilus es el segmento de ADN que comienza inmediatamente después del codon de parada
del gen str0660 y que finaliza justo antes de la primera repeticion. El lider CRISPR esta localizado en el extremo 5’
del locus CRISPR. El lider de CRISPER esta localizado inmediatamente hacia arriba (“upstream”) de la primera
repeticion CRISPR del locus CRISPR.

El trailer CRISPR es un segmento de ADN conservado de tamafio definido. Por ejemplo, la secuencia trailer del
CRISPR1 de S. thermophilus es el segmento de ADN que comienza inmediatamente después de la repeticion
terminal, y que finaliza justo antes del codon de parada del gen str0661 (localizado en la cadena opuesta de ADN).
El trailer CRISPR esta localizado en el extremo 3’ del locus CRISPR. El trailer CRISPR esta localizado
inmediatamente hacia abajo (“downstream”) de la repeticion terminal.
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A modo de ejemplo, las secuencias del lider CRISPR y el trailer CRISPR en el locus CRISPR1 de la cepa
CNRZ1066 de Streptococcus thermophilus son:

Lider CRISPR
S-CANGGACAGTTATTGAT T T TATAATCACTATGTGGGTATAAAAACGTCAAAATTTCATTTEAG-I
Trailer CRISPR

E-TTGATTCAACATAAAAAGCCAGTTCAATTGAACTTGGETTT-Y

El lider CRISPR corresponde a las posiciones 625038 a 625100 y el trailer CRISPR corresponde a las posiciones
627845 a 627885 en el genoma completo (CP000024) de Streptococcus thermophilus.

Para evitar la duda “upstream” quiere decir en la direccion 5’ y “downstream” quiere decir en la direccién 3'.
Cas

Tal como se usa en la presente memoria, el término “gen cas” tiene el significado convencional como el usado en la
técnica y se refiere a uno 0 mas genes cas que generalmente estan acoplados, asociados o cerca de o en las
inmediaciones de locis CRISPR flanqueantes.

Una exhaustiva revision de la familia de la proteina Cas esta presentada en Haft et al. (2005) “Computational Biology
1, 6 e60”. Tal como se describe en la misma, se describen 41 familias del gen asociado a CRISPR (cas), ademas de
las cuatro familias de gen previamente conocidas. Se muestra que los sistemas de CRISPR pertenecen a diferentes
clases, con diferentes patrones de replicacion, conjuntos de genes e intervalos de especies.

El nimero de genes cas en un locus CRISPR dado puede variar entre especies.

En un aspecto, la presente invencion se refiere al uso de uno o mas genes cas o proteinas para modular la
resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) frente a un acido nucleico diana o un producto de
transcripcion del mismo.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de uno o mas genes cas o proteinas y uno o mas
espaciadores CRISPR para modular la resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) frente a un
acido nucleico diana o un producto de transcripcién del mismo.

En algunas realizaciones, uno o mas de los genes cas y/o proteinas se pueden dar de manera natural en una célula
receptora y uno o mas espaciadores heterdlogos pueden estar integrados o insertados adyacentes a los uno o mas
genes cas o proteinas.

En algunas realizaciones, uno 0 més de los genes cas y/o proteinas adecuados pueden ser heterélogos a la célula
receptora y uno o mas de los espaciadores pueden ser homdlogos o heterdlogos. En este caso, los espaciadores
pueden estar integrados o insertados adyacentes al uno o mas de los gen cas o proteinas.

En un aspecto, la presente invencion se refiere al uso de uno o mas genes cas o proteinas y al menos dos
repeticiones CRISPR para modular la resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) frente a un acido
nucleico diana o un producto de transcripcién del mismo.

En un aspecto, la presente invencion se refiere al uso de uno o mas genes cas o proteinas, al menos dos
repeticiones CRISPR y al menos un espaciador CRISPR para modular la resistencia en una célula (por ejemplo una
célula receptora) frente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcién del mismo.

Las estructuras CRISPR generalmente se encuentran en las inmediaciones de cuatro genes denominados casl a
cas4. La ordenacibn mas comin de estos genes es cas3-cas4-casl-cas2. La proteina Cas3 parece ser una
helicasa, mientras que Cas4 se parece a la familia RecB de exonucleasas y contiene un motivo rico en cisteina,
sugerente de la union a ADN. Casl generalmente es altamente basico y es la Unica proteina Cas encontrada
sistematicamente en todas las especies que contienen loci CRISPR. Cas2 queda por ser caracterizado. Casl-4
generalmente se caracterizan por su cercana proximidad a los loci CRISPR y su amplia distribuciéon a través de
especies bacterianas y de arqueas. Aunque no todos los genes casl-4 se asocian con todos los loci CRISPR, todos
se encuentran en multiples subtipos.

Bolotin et al. (2005) recientemente ha informado de otro grupo de tres genes asociados con estructuras CRISPR en
muchas especies bacterianas, denominados aqui como casl1B, cas5 y cas6.

El gen cas puede ser casl, cas2, cas3, cas4, caslB, cas5 y/o cas6. En una realizacion, el gen cas es cas1.
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El gen cas puede ser casl, cas2, cas3, cas4, caslB, cas5 y/o cas6 o un fragmento, variante, homdlogo o derivado
del mismo.

Los genes cas pueden ser casl, cas2, cas3, cas4, caslB, cas5 y/o cas6 o una pluralidad de los mismos o una
combinacién de los mismos, tal como casl y cas2; casl y cas3; casl y cas4; casl y caslB; casl y casb; casly
casb6; cas2 y cas3; cas2 y cas4; cas2 y caslB; cas2 y casb; cas2 y cas6; cas3 y cas4,; cas3 y caslB; cas3 y casb;
cas3 y casb; cas4 y caslB; cas4 y casb; cas4 y cas6; caslB y casb; caslB y cas6; casl, cas2 y cas3; casl, cas2y
cas4, casl, cas2 y caslB; casl, cas2, cas3 y cas4; casl, cas2, cas3 y caslB; casl, cas2, cas3 y casb; casl, cas2,
cas3 y cas6; casl, cas2, cas3, cas4 y caslB; casl, cas2, cas3, cas4 y cas5; casl, cas2, cas3, cas4, caslB y cas6;
casl, cas2, cas3, cas4, caslB, casb5; casl, cas2, cas3, cas4, caslB y cas6; casl, cas2, cas3, cas4, caslB, cas5y
cas6; cas2, cas3 y cas4; cas2, cas3 y caslB; cas2, cas3 y casb; cas2, cas3 y cas6; cas2, cas3, cas4 y caslB; cas2,
cas3, cas4 y casb; cas2, cas3, cas4 y casb; cas2, cas3, cas4, caslB y casb; cas2, cas3, cas4, caslB y cas6 cas2,
cas3, cas4, caslB, cas 5 y cas6; cas3, cas4 y caslB; cas3, cas4 y casbh; cas3, cas4 y cas6; cas3, cas4, caslB y
casb; cas3, cas4, caslB y cas6; cas3, cas4, caslB, cas5 y cas6; cas4, caslB y casb5; cas4, caslB y cas6; cas4,
caslB, cas5 y cas6; cas5 y cas6 o combinaciones de los mismos.

Los genes cas pueden ser casl y cas2; casl y cas3; casl y cas4; casl y caslB; casl y casb; casl y cas6; cas2 y
cas3; cas2 y cas4; cas2 y caslB; cas2 y casb; cas2 y cas6; cas3 y cas4; cas3 y caslB; cas3 y cas5; cas3 y casb6;
cas4 y caslB; cas4 y casb; cas4 y cas6; caslB y cas5 o caslB y cas6 o combinaciones de los mismos.

Los genes cas pueden ser un casl, cas2 y cas3; casl, cas2 y cas4; casl, cas2 y caslB; casl, cas2, cas3 y cas4,;
casl, cas2, cas3 y caslB; casl, cas2, cas3 y casb; casl, cas2, cas3 y casb; casl, cas2, cas3, cas4 y caslB; casl,
cas2, cas3, cas4 y casb; casl, cas2, cas3, cas4, caslB y cas6; casl, cas2, cas3, cas4, caslB y casb; casl, cas2,
cas3, cas4, caslB y cas6; casl, cas2, cas3, cas4, caslB, cas5 y cas6 o combinaciones de los mismos.

Los genes pueden ser cas2, cas3 y cas4; cas2, cas3 y caslB; cas2, cas3 y casb; cas2, cas3 y cas6; cas2, cas3,
cas4 y caslB; cas2, cas3, cas4 y casb; cas2, cas3, cas4 y cas6; cas2, cas3, cas4, caslB y cas5; cas2, cas3, cas4,
caslB y cas6; cas2, cas3, cas4, caslB, cas5 y cas6 o combinaciones de los mismos.

Los genes cas pueden ser cas3, casd y caslB; cas3, cas4 y casb; cas3, cas4 y cas6; cas3, cas4, caslB y cas5;
cas3, cas4, caslB y casb6; cas3, cas4, caslB, cas5 y cas6; cas4, caslB y cas5; cas4, caslB y cas6; cas4, caslB,
casb y cas6; cas5 y cas6 o combinaciones de los mismos.

El gen cas puede ser uno o mas de casl, cas2, cas3, caslB, cas5 y/o cas6 o una pluralidad de los mismos, tal como
una pluralidad de cualquiera de 2 genes cas, cualquiera de 3 genes cas, cualquiera de 4 genes cas, cualquiera de 5
genes cas, cualquiera de 6 genes cas, o cualquiera de 7 genes cas.

La pluralidad de genes cas puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una pluralidad de los mismos
genes cas, tal como 2 genes cas, 3 genes cas, 4 genes cas, 5 genes cas, 6 genes cas, 7 genes cas, 8 genes cas, 9
genes cas, 10 genes cas, 15 genes cas, 20 genes cas, 25 genes cas, 30 genes cas, 35 genes cas, 40 genes cas 0
incluso 50 o méas genes cas.

La pluralidad de genes cas puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una pluralidad de diferentes
genes cas, tal como 2 genes cas diferentes, 3 genes cas diferentes, 4 genes cas diferentes, 5 genes cas diferentes,
6 genes cas diferentes, 7 genes cas diferentes, 8 genes cas diferentes, 9 genes cas diferentes, 10 genes cas
diferentes, 15 genes cas diferentes, 20 genes cas diferentes, 25 genes cas diferentes, 30 genes cas diferentes, 35
genes cas diferentes, 40 genes cas diferentes o incluso 50 0 mas genes cas diferentes.

La pluralidad de genes cas puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una pluralidad de los mismos
ylo diferentes genes cas, tal como 2 genes cas diferentes, 3 genes cas diferentes, 4 genes cas diferentes, 5 genes
cas diferentes, 6 genes cas diferentes, 7 genes cas diferentes, 8 genes cas diferentes, 9 genes cas diferentes, 10
genes cas diferentes, 15 genes cas diferentes, 20 genes cas diferentes, 25 genes cas diferentes, 30 genes cas
diferentes, 35 genes cas diferentes, 40 genes cas diferentes o incluso 50 o0 méas genes cas diferentes. El mismo gen
cas puede duplicarse una pluralidad de veces.

Adecuadamente, el término “gen cas” se refiere a una pluralidad de genes cas, tal como entre 2 y 12 genes cas, mas
preferiblemente, entre 3y 11 genes cas, mas preferiblemente, entre 4 y 10 genes cas, mas preferiblemente, entre 4
y 9 genes cas, mas preferiblemente, entre 4 y 8 genes cas, mas preferiblemente, entre 4 y 7 genes cas, tales como
4,5,6 6 7 genes cas.

El(los) gen(es) cas puede(n) comprender, consistir o consistir esencialmente en ADN o ARN de origen gendmico,
sintético o recombinante.

El(los) gen(es) puede(n) ser de doble cadena o cadena sencilla si se representa la cadena sentido o antisentido o
combinaciones de las mismas.
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El(los) gen(es) se puede(n) preparar mediante el uso de técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, ADN
recombinante), tal como se describe en la presente memoria.

Tal como se describe a continuaciéon en la presente memoria, el gen cas puede ser un fragmento de gen cas,
indicando de ese modo que el gen cas comprende una fraccion de una secuencia tipo natural. Adecuadamente, la
secuencia comprende al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%,
al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al
menos 98 o al menos 99% de la secuencia tipo natural.

Para algunas realizaciones se prefiere que el gen cas sea el gen cas que esta el mas cercano de la secuencia lider
o de la primera repeticion CRISPR en el extremo 5’ del locus CRISPR, tal como cas4 o casé.

La proteina Cas puede ser Casl, Cas2, Cas3, Cas4, CaslB, Cas5 y/o Casb6.

La proteina Cas puede ser Casl, Cas2, Cas3, Cas4, CaslB, Cas5 y/o Cas6 o un fragmento, variante, homdlogo o
derivado de las mismas.

La proteina Cas puede ser Casl, Cas2, Cas3, Cas4, CaslB, Cas5 y/o Cas6 o una combinacion de las mismas, tal
como Casl y Cas2; Casl y Cas3; Casly Cas4; Casl y CaslB; Casl y Casb; Casl y Cas6; Cas2 y Cas3; Cas2y
Cas4; Cas2 y CaslB; Cas2 y Casb; Cas2 y Cas6,; Cas3 y Cas4, Cas3 y CaslB; Cas3 y Casb; Cas3 y Cas6; Cas4d y
CaslB; Cas4 y Cas5; Cas4 y Cas6; CaslB y Casb; CaslB y Cas6; Casl, Cas2 y Cas3; Casl, Cas2 y Cas4; Casl,
Cas2 y CaslB; Casl, Cas2, Cas3 y Cas4; Casl, Cas2, Cas3 y CaslB; Casl, Cas2, Cas3y Cas5; Casl, Cas2, Cas3
y Cas6; Casl, Cas2, Cas3, Cas4 y CaslB; Casl, Cas2, Cas3, Cas4 y Cas5; Casl, Cas2, Cas3, Cas4, CasliB y
Cas6; Casl, Cas2, Cas3, Cas4, CaslB y Casb; Casl, Cas2, Cas3, Cas4, CaslB y Cas6; Casl, Cas2, Cas3, Cas4,
CaslB, Cas5 y Cas6; Cas2, Cas3 y Cas4, Cas2, Cas3 y CaslB,; Cas2, Cas3 y Casb; Cas2, Cas3 y Cas6; Cas2,
Cas3, Cas4 y CaslB; Cas2, Cas3, Cas4 y Cas5; Cas2, Cas3, Cas4 y Cas6; Cas2, Cas3, Cas4, CaslB y Cas5;
Cas2, Cas3, Cas4, CaslB y Cas6; Cas2, Cas3, Cas4, CaslB, Cas5 y Cas6; Cas3, Cas4 y CaslB; Cas3, Cas4 y
Casb; Cas3, Cas4 y Cas6; Cas3, Cas4, CaslB y Cas5; Cas3, Cas4; CaslB y Cas6; Cas3, Cas4, CaslB, Cas5 y
Cas6; Cas4, CaslB y Casb; Cas4, CaslB y Cas6 o Cas4, CaslB, Cas5 y Cas6, Cas5 y Cas6.

La proteina Cas puede ser Casl y Cas2; Casl y Cas3; Casl y Cas4; Casl y CaslB; Casl y Casb; Casl y Cas6;
Cas2 y Cas3; Cas2 y Cas4; Cas2 y CaslB; Cas2 y Cas5; Cas2 y Cas6; Cas3 y Cas4; Cas3 y CaslB; Cas3 y Cas5;
Cas3 y Cas6; Cas4 y CaslB; Cas4 y Casb; Cas4 y Cas6; CaslB y Cas5 o CaslB y Cas6 o combinaciones de las
mismas.

La proteina Cas puede ser Casl, Cas2 y Cas3; Casl, Cas2 y Cas4; Casl, Cas2 y CaslB; Casl, Cas2, Cas3 y
Cas4; Casl, Cas2, Cas3 y CaslB; Casl, Cas2, Cas3 y Cas5; Casl, Cas2, Cas3 y Cas6; Casl, Cas2, Cas3, Casdy
CaslB; Casl, Cas2, Cas3, Cas4 y Cas5; Casl, Cas2, Cas3, Cas4 , CaslB y Cas6; Casl, Cas2, Cas3, Cas4 ,
CaslB y Cas5; Casl, Cas2, Cas3, Cas4 , CaslB y Cas6; Casl, Cas2, Cas3, Cas4, CaslB, Cas5 y Cas6 o
combinaciones de los mismos.

La proteina Cas puede ser Cas2, Cas3 y Cas4; Cas2, Cas3 y CaslB; Cas2, Cas3 y Cas5; Cas2, Cas3 y Cas6;
Cas2, Cas3, Cas4 y CaslB; Cas2, Cas3, Cas4 y Casb; Cas2, Cas3, Cas4 y Cas6; Cas2, Cas3, Cas4, CaslB y
Casb; Cas2, Cas3, Cas4, CaslB y Cas6; Cas2, Cas3, Cas4, CaslB, Cas5 y Cas6 o combinaciones de las mismas.

La proteina puede ser Cas3, Cas4 y CaslB; Cas3, Cas4 y Casb; Cas3, Cas4 y Cas6; Cas3, Cas4, CaslB y Cas5;
Cas3, Cas4, CaslB y Cas6; Cas3, Cas4, CaslB, Cas5 y Cas6; Cas4, CaslB y Cas5; Cas4, CaslB y Cas6; Cas4,
CaslB, Cas5 y Cas6; Cas5 y Cas6 o combinaciones de las mismas.

La proteina Cas puede ser una o mas de Casl, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y/o Cas6 o una pluralidad de las
mismas, tal como una pluralidad de cualquiera de 2 genes Cas, cualquiera de 3 genes Cas, cualquiera de 4 genes
Cas, cualquiera de 5 genes Cas, cualquiera de 6 genes Cas o cualquiera de 7 genes Cas.

La pluralidad de proteinas Cas puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una pluralidad de las
mismas proteinas Cas, tal como 2 proteinas Cas, 3 proteinas Cas, 4 proteinas Cas, 5 proteinas Cas, 6 proteinas
Cas, 7 proteinas Cas, 8 proteinas Cas, 9 proteinas Cas, 10 proteinas Cas, 15 proteinas Cas, 20 proteinas Cas, 25
proteinas Cas, 30 proteinas Cas, 35 proteinas Cas, 40 proteinas Cas o incluso 50 0 més proteinas Cas.

La pluralidad de proteinas Cas puede comprender, consistir 0 consistir esencialmente en una pluralidad de
diferentes proteinas Cas, tal como 2 proteinas Cas diferentes, 3 proteinas Cas diferentes, 4 proteinas Cas
diferentes, 5 proteinas Cas diferentes, 6 proteinas Cas diferentes, 7 proteinas Cas diferentes, 8 proteinas Cas
diferentes, 9 proteinas Cas diferentes, 10 proteinas Cas diferentes, 15 proteinas Cas diferentes, 20 proteinas Cas
diferentes, 25 proteinas Cas diferentes, 30 proteinas Cas diferentes, 35 proteinas Cas diferentes, 40 proteinas Cas
diferentes o incluso 50 o0 mas proteinas Cas diferentes.
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La pluralidad de proteinas Cas puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una pluralidad de las
mismas y/o diferentes proteinas Cas, tal como 2 proteinas Cas diferentes, 3 proteinas Cas diferentes, 4 proteinas
Cas diferentes, 5 proteinas Cas diferentes, 6 proteinas Cas diferentes, 7 proteinas Cas diferentes, 8 proteinas Cas
diferentes, 9 proteinas Cas diferentes, 10 proteinas Cas diferentes, 15 proteinas Cas diferentes, 20 proteinas Cas
diferentes, 25 proteinas Cas diferentes, 30 proteinas Cas diferentes, 35 proteinas Cas diferentes, 40 proteinas Cas
diferentes o incluso 50 0 més proteinas Cas diferentes. Las mismas proteinas Cas pueden duplicarse una pluralidad
de veces.

Adecuadamente, el término “proteina Cas” se refiere a una pluralidad de proteinas Cas, tal como entre 2 y 12
proteinas Cas, mas preferiblemente, entre 3 y 11 proteinas Cas, mas preferiblemente, entre 4 y 10 proteinas Cas,
mas preferiblemente, entre 4 y 9 proteinas Cas, mas preferiblemente, entre 4 y 8 proteinas Cas, mas
preferiblemente, entre 4 y 7 genes de proteinas, tales como 4, 5, 6 6 7 proteinas Cas.

La(s) proteina(s) Cas se puede(n) codificar mediante un gen cas que comprende ADN o ARN de origen genémico,
sintético o recombinante.

La(s) proteina(s) Cas se puede(n) codificar mediante un gen cas que puede ser de doble cadena o de cadena
sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones de las mismas.

La(s) proteina(s) Cas se puede(n) preparar mediante el uso de técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, ADN
recombinante), tal como se describe en la presente memoria.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para identificar un gen cas para usarse en la modulacion
de la resistencia de una célula frente a un &cido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo que
comprende las etapas de: (i) preparar una célula que comprenda al menos un espaciador CRISPR y al menos dos
repeticiones CRISPR; (ii) modificar por ingenieria la célula de modo que comprenda al menos un gen cas; y (iii)
determinar si la célula modula la resistencia frente el 4cido nucleico o producto de transcripcién del mismo, donde la
modulacion de la resistencia de la célula frente al acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo es
indicativo de que el gen cas se puede usar para modular la resistencia de la célula.

Uno o0 mas de los genes cas se pueden usar para modificar por ingenieria una célula, tal como una célula receptora.
En particular, uno o0 mas genes cas se pueden usar para modificar por ingenieria una célula, tal como una célula
receptora, que en combinacion con una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR y uno o mas
espaciadores CRISPR se pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un acido nucleico diana o
un producto de transcripcion del mismo. A modo de ejemplo, el(los) gen(es) se puede(n) insertar en el ADN de una
célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN gendmico de una célula, usando diversos
métodos que son bien conocidos en la técnica. A modo de ejemplo adicional, los genes cas se pueden usar como
una plantilla sobre la cual modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora),
tal como ADN plasmido o ADN gendmico, de modo que los genes cas se crean o forman en el ADN de la célula. A
modo de ejemplo adicional, los genes cas se pueden clonar en una construccion, un plasmido o un vector y similares
gue a continuacion se transforma en la célula, usando métodos tales como los descritos en la presente memoria.

Los genes cas pueden comprender o consistir en un grupo cas seleccionado entre el grupo que consiste en
cualquiera de una o més de SEC. ID. N° 461, SEC. ID. N° 466, SEC. ID. N° 473, SEC. ID. N° 478, SEC. ID. N° 488,
SEC. ID. N° 493, SEC. ID. N° 498, SEC. ID. N° 504, SEC. ID. N° 509, SEC. ID. N° 517.

Los genes cas pueden comprender o consistir en cualquiera de una o méas de SEC. ID. N°s 462-465, 467-472, 474-
477, 479-487, 489-492, 494-497, 499-503, 505-508, 510-516 y/o 517-521.

Adecuadamente, los uno 0 mas genes cas 0 proteinas se usan junto con o en combinacién con una 0 mas,
preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR y opcionalmente uno o mas espaciadores CRISPR.

Repeticiéon CRISPR

Tal como se usa en la presente memoria, el término “repeticion CRISPR” tiene el significado convencional como el
usado en la técnica, es decir, multiples repeticiones directas y cortas, las cuales muestran ninguna o muy poca
variacion de secuencia dentro de un locus CRISPR dado.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “CRISPR” es sindnimo del término “repeticion CRISPR”

El nimero de nucledtidos en una repeticion generalmente es aproximadamente 20 a aproximadamente 40 pares de
bases, pero puede ser aproximadamente 20 a aproximadamente 39 pares de bases, aproximadamente 20 a
aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 20 a aproximadamente 35 pares de bases,
aproximadamente 20 a aproximadamente 33 pares de bases, aproximadamente 20 a aproximadamente 30 pares de
bases, aproximadamente 21 a aproximadamente 40 pares de bases, aproximadamente 21 a aproximadamente 39
pares de base, aproximadamente 21 a aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 23 a
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aproximadamente 40 pares de base, aproximadamente 23 a aproximadamente 39 pares de bases,
aproximadamente 23 a aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 40 pares de
bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 39 pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 37
pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 35 pares de bases, o aproximadamente 28 6 29 pares de
bases. El nimero de repeticiones puede oscilar entre aproximadamente 1 y aproximadamente 140, entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 15 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 25 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 35 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 100, entre

aproximadamente 45 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 135, entre aproximadamente 1 v aproximadamente 130, entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 125, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 120, entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 115, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 110, entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 105, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 95, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 90, entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 80, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 70, entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 60, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 50, entre
aproximadamente 10 y aproximadamente 140, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 130, entre

aproximadamente 10 y aproximadamente 120, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 110, entre
aproximadamente 10 y aproximadamente 95, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 90, entre
aproximadamente 20 y aproximadamente 80, entre aproximadamente 30 y aproximadamente 70, entre
aproximadamente 30 y aproximadamente 60, entre aproximadamente 30 y aproximadamente 50, entre
aproximadamente 30 y aproximadamente 40, o aproximadamente 32.

Adecuadamente, el nuamero de nucledtidos en una repeticion generalmente es aproximadamente 20 a
aproximadamente 40 pares de bases, pero puede ser aproximadamente 20 a aproximadamente 39 pares de bases,
aproximadamente 20 a aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 20 a aproximadamente 35 pares de
bases, aproximadamente 20 a aproximadamente 33 pares de bases, aproximadamente 20 a aproximadamente 30
pares de bases, aproximadamente 21 a aproximadamente 40 pares de bases, aproximadamente 21 a
aproximadamente 39 pares de bases, aproximadamente 21 a aproximadamente 37 pares de bases,
aproximadamente 23 a aproximadamente 40 pares de bases, aproximadamente 23 a aproximadamente 39 pares de
bases, aproximadamente 23 a aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 40
pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 39 pares de bases, aproximadamente 25 a
aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 35 pares de bases o
aproximadamente 28 o 29 pares de bases.

Adecuadamente, el numero de repeticiones puede oscilar entre aproximadamente 2 y aproximadamente 140, entre
aproximadamente 2 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 15 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 25 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 35 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 45 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100.

Adecuadamente, el nimero de repeticiones puede oscilar entre aproximadamente 2 y aproximadamente 135, entre
aproximadamente aproximadamente 130, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 125, entre
aproximadamente aproximadamente 120, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 115, entre
aproximadamente aproximadamente 110, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 105, entre
aproximadamente aproximadamente 100, entre aproximadamente 2 aproximadamente 95, entre
aproximadamente aproximadamente 90, entre aproximadamente 2 aproximadamente 80, entre
aproximadamente aproximadamente 70, entre aproximadamente 2 aproximadamente 60, entre
aproximadamente aproximadamente 50, entre aproximadamente 2 aproximadamente 40, entre
aproximadamente aproximadamente 30, entre aproximadamente aproximadamente 20, entre
aproximadamente aproximadamente 10, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 9, entre
aproximadamente 2 y aproximadamente 8, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 7, entre aproximadamente
2 y aproximadamente 6, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 5, entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 4, o entre aproximadamente 2 y aproximadamente 3.

NNDNNDNNNNODN
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La(s) repeticion(es) CRISPR puede(n) comprender, consistir o consistir esencialmente en ADN o ARN de origen
gendmico, sintético o recombinante.

La(s) repeticion(es) CRISPR puede(n) ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la cadena sentido o
antisentido o combinaciones de los mismas.
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La(s) repeticion(es) CRISPR se puede(n) preparar mediante el uso de técnicas de ADN recombinante (por ejemplo,
ADN recombinante), tal como se describe en la presente memoria.

Una o mas de las repeticiones CRISPR se pueden usar para modificar por ingenieria una célula, tal como una célula
receptora. En particular, una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR se pueden usar para modificar
por ingenieria una célula, tal como una célula receptora, que en combinacién con uno o mas genes cas o proteinas y
uno o mas espaciadores CRISPR se pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un acido
nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo. A modo de ejemplo, las(s) repeticion(es) se pueden
insertar en el ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN genémico de
una célula, usando diversos métodos que son bien conocidos en la técnica. A modo de ejemplo adicional, la(s)
repeticion(es) CRISPR se puede(n) usar como una plantilla sobre la cual modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de
una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN gendmico, de modo que la(s)
repeticion(es) CRISPR se crea(n) o modifica(n) por ingenieria en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional,
la(s) repeticién(es) CRISPR se puede(n) clonar en una construccion, un plasmido o un vector y similares que a
continuacion se transforma en la célula, usando métodos tales como los descritos en la presente memoria.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se ha proporcionado también un método para identificar una
repeticion CRISPR para usarse en la modulacion de la resistencia de una célula frente a un &cido nucleico diana o
producto de transcripcion del mismo que comprende las etapas de: (i) preparar una célula que comprenda al menos
un espaciador CRISPR y al menos un gen cas; (ii) modificar por ingenieria la célula de modo que contenga una
repeticion CRISPR; vy (iii) determinar si la célula modula la resistencia frente el acido nucleico diana o producto de
transcripcion del mismo, donde la modulacion de la resistencia de la célula frente al acido nucleico diana o producto
de transcripcién del mismo es indicativo de que la repeticion CRISPR se puede usar para modular la resistencia.

Adecuadamente, uno 0 mas genes cas 0 proteinas se usan junto con o en combinacién con una 0 mas,
preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR y opcionalmente uno o mas espaciadores CRISPR.
Adecuadamente, el(los) gen(es) cas o proteina(s) y repeticion(es) CRISPR forma(n) una combinacién funcional tal
como se describe a continuacion.

Un espaciador esta flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR tiene al
menos una repeticion CRISPR a cada lado.

Las repeticiones CRISPR pueden comprender o consistir en la secuencia de nucleétidos descrita en cualquiera de
una o mas de SEC. ID. N°s 1-22.

Combinacién funcional

Tal como se ha mencionado anteriormente, sorprendentemente, los inventores han descubierto que un conjunto
dado de genes cas o proteinas esta siempre asociado con una secuencia repetida dada dentro de un locus CRISPR
particular. En otras palabras, los genes cas o proteinas parecen ser especificos para una repeticion de ADN dada,
queriendo decir que los genes cas o proteinas y la secuencia repetida forman un par funcional.

Por consiguiente, las combinaciones particulares de uno o mas genes cas o proteinas y una o mas, preferiblemente,
dos o méas repeticiones CRISPR se usan para que un espaciador CRISPR confiera resistencia frente a un acido
nucleico diana o producto de transcripcion del mismo en una célula (por ejemplo, una célula receptora). Por
consiguiente, sorprendentemente se ha encontrado que no es posible usar simplemente cualquiera de los genes cas
0 proteinas o cualquier repeticion CRISPR. En su lugar es una caracteristica de la presente invenciéon que la
combinacion sea funcional.

En el contexto de la combinacion repeticion CRISPR-gen cas o proteina descrita en la presente memoria, el término
“funcional” quiere decir que la combinacién es capaz de conferir resistencia a un acido nucleico diana o un producto
de transcripcion del mismo cuando se usa junto con un espaciador CRISPR que se alinea con o es homélogo a un
acido nucleico diana o producto de transcripcioén del mismo.

Tal como se usa en la presente memoria el término “combinacion funcional repeticion CRISPR-cas” y “combinacion
funcional repeticion CRISPR-gen cas” incluye una combinacién funcional en la cual cas es un gen cas o una
proteina Cas.

Adecuadamente, los uno o0 méas genes cas o proteinas y/o las una o mas, preferiblemente, dos 0 mas repeticiones
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de la misma célula (por ejemplo, la misma célula
receptora).

En una realizacion, el término “derivable” es sindbnimo del término “obtenible”.

En una realizacion, el término “derivado” es sinénimo del término “obtenido”.
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Adecuadamente, los uno 0 mas genes cas o proteinas y/o las una o mas, preferiblemente, dos o més repeticiones
CRISPR son derivables (preferiblemente, derivados) a partir del mismo locus CRISPR dentro de un genoma o
plasmido, preferiblemente un genoma o plasmido de la misma cepa, especie o género.

Adecuadamente, los uno 0 mas genes cas o proteinas y/o las una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones
CRISPR son derivables (preferiblemente, derivados) a partir del mismo locus CRISPER dentro de un genoma o
plasmido sencillo, preferiblemente un genoma o plasmido sencillo de la misma cepa, especie o género.

Adecuadamente, los uno o0 mas genes cas o proteinas y las una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones
CRISPR se dan conjuntamente de manera natural.

Adecuadamente, los uno o0 mas genes cas o proteinas y las una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones
CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en la misma célula (por ejemplo, célula receptora).

Adecuadamente, los uno 0 mas genes cas o proteinas y las una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones
CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en el mismo genoma de una célula (por ejemplo, célula
receptora).

Adecuadamente, los uno 0 mas genes cas o proteinas y las una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones
CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en el mismo genoma de una cepa, especie 0 género.

Por consiguiente, en un aspecto adicional, se ha proporcionado una combinacién o &cido nucleico que consiste
esencialmente en al menos dos repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteina.

En una realizacion, el término “consiste esencialmente en” se refiere a una combinacion de al menos dos
repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteina y excluyendo al menos un componente adicional de un locus
CRISPR, tal como la ausencia de uno o mas espaciador(es) CRISPR y/o la ausencia de una o mas secuencia(s)
lider comun(es) o un locus CRISPR.

En una realizacion, el término “consiste esencialmente en” se refiere a una combinacién de al menos dos
repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteina sélo y excluyendo todos los otros componentes de un locus
CRISPR, tal como un locus CRISPR que se da de manera natural.

En una realizacién adicional, el término “consiste esencialmente en” se refiere a una combinacion de al menos dos
repeticiones CRISPER y al menos un gen cas o proteina solo y excluyendo al menos un componente adicional de un
locus CRISPR, excluyendo preferiblemente al menos un componente adicional de un locus CRISPR que se da de
manera natural.

En una realizacion adicional, el término “consiste esencialmente en” se refiere a una combinacion de al menos dos
repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteina a condicion de que al menos un componente adicional del
locus CRISPR natural esté ausente (por ejemplo, sustancialmente ausente).

Adecuadamente, se ha proporcionado una combinacion de al menos dos repeticiones CRISPR y al menos un gen
cas o proteina a condicion de que todos los otros componentes del locus CRISPR estén ausentes (por ejemplo,
sustancialmente ausentes), preferiblemente que todos los otros componentes del locus CRISPR de la combinacion
natural de repeticion(es) CRISPR y gen(es) cas estén ausentes.

Adecuadamente, los uno o mas genes cas o proteinas se usan en combinacion o junto con uno o mas espaciadores
CRISPR.

Adecuadamente, los uno 0 mas genes cas 0 proteinas se usan en combinacién o junto con al menos uno o mas
espaciadores CRISPR y al menos una o mas, preferiblemente, dos 0 mas repeticiones CRISPR.

En una realizacion, el(los) espaciador(es) CRISPR esta(n) o es(son) derivable(s) (preferiblemente, derivados) a partir
de un organismo (por ejemplo, un organismo donante) que es diferente a la célula (por ejemplo, la célula receptora)
a partir de la cual los uno o0 mas genes cas o proteinas y/o las una o mas, preferiblemente, dos 0 mas repeticiones
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados).

Se contemplan diversas ordenaciones de repeticion(es) CRISPR y gen(es) cas o proteina(s), tales como
combinaciones funcionales repeticion CRISPR-cas.

La combinacion puede comprender, consistir o consistir esencialmente en al menos cualquiera de 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 repeticion(es) CRISPR en combinacion con cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 genes cas o proteinas, tal como 16 repeticiones CRISPR y 12 genes cas 0
proteinas o 18 repeticiones CRISPR y 20 genes cas o proteinas o cualquiera de otras combinaciones de los mismos.
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La(s) repeticion(es) y el(los) gen(es) se pueden ordenar de diversas maneras.

La combinacion puede ser casl-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al
menos un espaciador entre las repeticiones), cas2-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones), cas3-repeticion (donde la repeticién es al
menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones), cas4-repeticion
(donde la repeticibn es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones), cas1B-repeticién (donde la repeticidon es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un
espaciador entre las repeticiones), casb5-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones) y/o cas6-repeticion (donde la repeticion es al
menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones).

El gen cas puede ser casl, cas2, cas3, cas4, caslB, cas5 y/o cas6 o un fragmento, variante, homologo o derivado
de los mismos.

El gen cas puede ser casl, cas2, cas3, cas4, caslB, cas5 y/o cas6é o una pluralidad de los mismos o una
combinacion de los mismos, tal como casl y cas2-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl y cas3-repeticion (donde la repeticion es
al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl y cas4-
repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones); casl y caslB-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al
menos un espaciador entre las repeticiones); casl y cas5-repeticion (donde la repeticibn es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl y cas6-repeticion (donde la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y
cas3-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador
entre las repeticiones); cas2 y cas4-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y caslB-repeticion (donde la repeticién es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y cas5-repeticién (donde la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2
y cas6-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador
entre las repeticiones); cas3 y cas4-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3 y caslB-repeticion (donde la repeticion es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3 y cas5-repeticion (donde la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3 'y
cas6-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador
entre las repeticiones); cas4 y cas1B-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4 y casb-repeticion (donde la repeticion es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4 y cas6-repeticién (donde la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1B
y casb-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador
entre las repeticiones); cas1B y cas6-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2 y cas3-repeticion (donde la repeticion es al menos
dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2 y cas4-repeticion
(donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones); casl, cas2 y caslB-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con
al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3 y cas4-repeticion (donde la repeticion es al menos
dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3 y caslB-
repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones); casl, cas2, cas3 y casb5-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3 y cas6-repeticion (donde la repeticion es al
menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3, cas4
y cas1B-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador
entre las repeticiones); casl, cas2, cas3, cas4 y casb-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3, cas4, caslB y cas6-
repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones); casl, cas2, cas3, cas4, caslB, cas5-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3, cas4, caslB y cas6-
repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones); casl, cas2, cas3, cas4, caslB, cas5 y cas6-repeticion (donde la repeticion es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3 y cas4-repeticion
(donde la repeticibn es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones); cas2, cas3 y cas1B-repeticién (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con
al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3 y casb5-repeticion (donde la repeticion es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3 y cas6-repeticion
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(donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones); cas2, cas3, cas4 y caslB-repeticion (donde la repeticibn es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4 y casb-repeticion (donde la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2,
cas3, cas4 y cas6-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un
espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4, caslB y cas5-repeticion (donde la repeticiéon es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4, caslB y cas6-
repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones); cas2, cas3, cas4, caslB, casb y cas6-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4 y caslB-repeticion (donde la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3,
cas4 y casbh-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un
espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4 y cas6-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4, caslB y cas5-repeticion (donde la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3,
cas4, caslB y cas6 -repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un
espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4, caslB, cas5 y cas6-repeticion (donde la repeticion es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4, caslB y cas5-repeticion
(donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones); cas4, caslB y cas6-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con
al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4, caslB, cas5 y cas6-repeticion (donde la repeticion es al
menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas5 y cas6-repeticion
(donde la repeticibn es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones) o combinaciones de los mismos.

Los genes cas pueden ser casl y cas2-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl y cas3-repeticion (donde la repeticion es
al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl y cas4-
repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las
repeticiones); casl y casl1B-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al
menos un espaciador entre las repeticiones); casl y casb-repeticion (donde la repeticion es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl y cas6-repeticion (donde la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y
cas3-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador
entre las repeticiones); cas2 y cas4-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y caslB-repeticion (donde la repeticién es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y cas5-repeticion (donde la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y
cas6-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador
entre las repeticiones); cas3 y cas4-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3 y caslB-repeticion (donde la repeticién es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3 y casb5-repeticién (donde la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3 y
cas6-repeticion (donde la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador
entre las repeticiones); cas4 y cas1B-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4 y casb-repeticion (donde la repeticion es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4 y cas6-repeticion (donde la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1B
y casb-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador
entre las repeticiones) o caslB y cas6-repeticion (donde la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones) o combinaciones de los mismos.

Los genes cas pueden ser una casl, cas2 y cas3-repeticion (en los que la repeticion es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2 y cas4-repeticion (en los que la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl,
cas2 y caslB-repeticion (en los que la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un
espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3 y cas4-repeticion (en los que la repeticién es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3 y caslB-
repeticion (en los que la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre
las repeticiones); casl, cas2, cas3 y casb-repeticion (en los que la repeticiébn es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3 y cas6-repeticion (en los que
la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones);
casl, cas2, cas3, cas4 y caslB-repeticion (en los que la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3, cas4 y cas5-repeticion (en los que la
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repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl,
cas2, cas3, cas4, caslB y cas6-repeticion (en los que la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3, cas4, caslB y cas5-repeticion (en los que la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl,
cas2, cas3, cas4, caslB y cas6-repeticion (en los que la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); casl, cas2, cas3, cas4, caslB, cas5 y cas6-repeticion (en los
que la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones)
0 combinaciones de los mismos.

Los genes cas pueden ser cas2, cas3 y cas4-repeticion (en los que la repeticion es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3 y casl1B-repeticion (en los que la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2,
cas3 y casbh-repeticion (en los que la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un
espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3 y cas6-repeticion (en los que la repeticiobn es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4 y caslB-
repeticion (en los que la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre
las repeticiones); cas2, cas3, cas4 y casb-repeticion (en los que la repeticiébn es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4 y cas6-repeticion (en los que
la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones);
cas2, cas3, cas4, cas 1B y casb5-repeticion (en los que la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4, cas 1B y cas6-repeticion (en los que la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2,
cas3, cas4, cas 1B, casb y cas6-repeticion (en los que la repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente,
con al menos un espaciador entre las repeticiones) o combinaciones de l0s mismos.

Los genes cas pueden ser cas3, cas4 y caslB-repeticién (en los que la repeticion es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4 y casb5-repeticion (en los que la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3,
cas4 y cas6-repeticion (en los que la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un
espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4, caslB y cas5-repeticion (en los que la repeticion es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4, caslB y cas6-
repeticion (en los que la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre
las repeticiones); cas3, cas4, caslB, casb y cas6-repeticion (en los que la repeticién es al menos dos repeticiones,
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4, caslB y cas5-repeticion (en los que la
repeticion es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4,
caslB y cas6-repeticion (en los que la repeticién es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un
espaciador entre las repeticiones); cas4, caslB, cas5 y cas6-repeticion (en los que la repeticién es al menos dos
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas5, y cas6-repeticion (en los
que la repeticidn es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones)
0 combinaciones de los mismos.

Cuando la combinacion de un gen cas y una repeticion CRISPR comprende mas de un gen cas, se entendera que la
repeticion CRISPR puede estar insertada en el extremo 3’ de los genes cas, el extremo 5 de los genes cas, o
incluso entre los genes cas, siempre que al menos uno de los genes cas se mantenga funcional.

En una realizacién, una primera combinacién repeticion CRISPR-gen cas o proteina (que comprende al menos un
gen cas o proteina y al menos dos repeticiones CRISPR, donde ambas son derivables (preferiblemente, derivadas)
a partir del mismo locus CRISPR dentro de un genoma) se puede usar en combinacién con una segunda
combinacion repeticion CRISPR-gen cas o proteina (que comprende al menos un gen cas o proteina y al menos dos
repeticiones CRISPR, donde ambas son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir del mismo o un locus
CRISPR diferente dentro de un genoma). Por consiguiente, en esta realizacion de la invencion, la primera y segunda
combinacion son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de los mismos o diferentes loci CRISPR dentro de
un genoma.

Por tanto, las primera y segunda combinacion repeticion CRISPR-gen cas puede incluso ser a partir de genomas
diferentes, tales como los genomas diferentes dentro del mismo grupo, tal como se describe en mas detalle en la
presente memoria.

En una realizacion aun adicional de la presente invenciéon, una primera y/o segunda combinacién repeticion
CRISPR-gen cas o proteina (que comprende al menos un gen cas y al menos dos repeticiones CRISPR derivables
(preferiblemente, derivadas) a partir del mismo locus CRISPR dentro de un genoma) se puede usar en combinacion
con 3,4,5,6,7,8,9 06 10 o mas combinaciones repeticion CRISPR-gen cas o proteina (comprendiendo cada una al
menos un gen cas o proteina y al menos dos repeticiones CRISPR derivables (preferiblemente, derivadas) a partir
de los mismos o un loci CRISPR diferente dentro de un genoma). Por consiguiente, en esta realizacién de la
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invencioén, las combinaciones son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de los mismo o diferentes loci
CRISPR dentro de un genoma.

En una realizacion adicional de la invencion, las combinaciones pueden incluso ser a partir de diferentes genomas,
tales como los genomas diferentes dentro del mismo grupo, tal como se describe en mas detalle en la presente
memoria.

En otras palabras, para que la combinacién repeticion CRISPR-gen cas o proteina confiera resistencia, en algunas
realizaciones, la(s) repeticion(es) CRISPR y el(los) gen(es) o proteina(s) se da(n) conjuntamente de manera natural
dentro de un locus CRISPR dado de un genoma. En algunas realizaciones, la(s) repeticion(es) CRISPR y el(los)
gen(es) cas o proteina(s) que se dan conjuntamente de manera natural dentro del mismo locus CRISPR de un
genoma. Estas combinaciones funcionales juntas pueden conferir resistencia frente a un acido nucleico o un
producto de transcripcion del mismo.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para identificar una combinacion funcional de un gen cas o
proteina y una repeticibn CRISPR que comprende las etapas de: (i) analizar las secuencias (por ejemplo,
secuencias de &cido nucleico o proteina) del gen cas o proteina y la repeticion CRISPR,; (i) identificar uno o mas
grupos de genes cas o proteinas; (iii) identificar uno o mas grupos de repeticiones CRISPR; y (iv) combinar aquellas
secuencias de genes cas o proteina y la repeticién CRISPR que caen dentro del mismo grupo.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para identificar una combinacién funcional de un gen cas o
proteina y una repeticion CRISPR para usarse en la modulacién de la resistencia de una célula frente a un &cido
nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo que comprende las etapas de: (i) preparar una célula que
comprende una combinaciéon de uno o mas genes cas o0 proteinas y una o mas, preferiblemente, dos o mas
repeticiones CRISPR,; (ii) modificar por ingenieria la célula de modo que contenga uno o méas espaciadores CRISPR;
y (iii) determinar si la célula modula la resistencia frente a un &cido nucleico diana, donde la modulacién de la
resistencia de la célula frente al &cido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo es indicativo de que
la combinacion se puede usar para modular la resistencia de la célula frente al acido nucleico diana.

Adecuadamente, las secuencias del gen cas o proteina y la repeticibn CRISPR son o son derivables
(preferiblemente, derivadas) a partir de las mismas o diferentes cepas.

Adecuadamente, las secuencias del gen cas o proteina y la repeticibn CRISPR son o son derivables
(preferiblemente, derivadas) a partir de las mismas o diferentes especies.

Adecuadamente, las secuencias del gen cas o proteina y la repeticion CRISPR son o son derivables
(preferiblemente, derivadas) a partir de los mismos o diferentes géneros.

Adecuadamente, las secuencias del gen cas o proteina y la repeticion CRISPR son o son derivables
(preferiblemente, derivadas) a partir de los mismos o diferentes organismos.

Adecuadamente, el andlisis se realiza usando andlisis de grafico de punto.

La combinacién puede comprender, consistir o consistir esencialmente en ADN o ARN de origen genémico, sintético
0 recombinante.

La combinacién puede comprender, consistir o consistir esencialmente en ADN y ARN de origen gendémico, sintético
0 recombinante.

La combinacién puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una repeticion CRISPR de ADN de origen
gendmico, sintético o recombinante.

La combinacién puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una repeticion CRISPR de ARN de origen
gendmico, sintético o recombinante.

La combinacion puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una repeticion de gen cas de ADN de
origen gendmico, sintético o recombinante.

La combinacién puede comprender, consistir o consistir esencialmente en un gen cas de ARN de origen genoémico,
sintético o recombinante.

La combinacién puede comprender, consistir 0 consistir esencialmente en una repeticion CRISPR de ADN y gen cas
de ADN de origen gendmico, sintético o recombinante.

La combinacién puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una repeticion CRISPR de ADN y gen cas
de ARN de origen gendémico, sintético o recombinante.
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La combinacién puede comprender, consistir 0 consistir esencialmente en una repeticion CRISPER de ARN y gen
cas de ADN de origen genémico, sintético o recombinante.

La combinacién puede comprender, consistir 0 consistir esencialmente en una repeticion CRISPR de ARN y gen cas
de ARN de origen gendémico, sintético o recombinante.

La repeticion CRISPER puede ser de doble cadena o cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o
combinaciones de las mismas.

El gen cas puede ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o
combinaciones de las mismas.

La repeticion CRISPR puede ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido
o combinaciones de las mismas y el gen cas puede ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la
cadena sentido o antisentido o combinaciones de las mismas.

La repeticion CRISPR puede ser de doble cadena si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones de
las mismas y el gen cas puede ser de doble cadena si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones
de las mismas.

La repeticion CRISPR puede ser de doble cadena si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones de
las mismas y el gen cas puede ser de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones
de las mismas.

La repeticion CRISPR puede ser de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones
de las mismas y el gen cas puede ser de doble cadena si representa la cadena sentido o antisentido o
combinaciones de las mismas.

La repeticion CRISPR puede ser de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones
de las mismas y el gen cas puede ser de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o
combinaciones de las mismas.

Una o mas de las combinaciones funcionales como las descritas anteriormente se pueden usar para modificar por
ingenieria una célula, tal como una célula receptora. En particular, una o mas combinaciones funcionales se pueden
usar para madificar por ingenieria una célula, tal como una célula receptora, que en combinacién con uno o mas
espaciadores CRISPR se pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un acido nucleico diana o
producto de transcripcion del mismo. A modo de ejemplo, las combinaciones funcionales se pueden insertar en el
ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN de plasmido o ADN gendmico de una célula,
usando diversos método que son bhien conocidos en la técnica. A modo de ejemplo adicional, las combinaciones
funcionales se pueden usar como plantilla sobre la cual modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN gendmico, se crean de modo que las combinaciones
funcionales en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, las combinaciones funcionales se pueden clonar
en una construccion, un plasmido o un vector y similares el cual a continuacion se transforman en la célula, usando
métodos tales como los descritos en la presente memoria.

En una realizacién, la combinacién funcional se obtiene o es obtenible mediante un método que comprende las
etapas de: (a) analizar las secuencias de un gen cas y una repeticion CRISPR; (b) identificar uno o mas grupos de
genes cas; (c) identificar uno o mas grupos de repeticiones CRISPR; y (d) combinar aquellos genes cas y
secuencias de repeticion CRISPR que caen dentro del mismo grupo, donde la combinacion del gen cas y las
secuencias de repeticion CRISPR dentro del mismo grupo es indicativo de que la combinacion es una combinacién
funcional.

Los grupos se describen a continuacién en mas detalle.
Espaciador CRISPR

Tal como se usa en la presente memoria, el término “espaciador CRISPR” tiene el significado convencional como el
usado en la técnica y se refiere a las secuencias de espaciador no repetitivas que se encuentran entre las multiples
repeticiones directas y cortas (es decir, repeticiones CRISPR) de loci CRISPR. En otras palabras, un espaciador
CRISPR se encuentra entre dos repeticiones CRISPR.

Se ha encontrado que las secuencias de espaciador CRISPR en procariotas con frecuencia tienen similitudes
significantes a una diversidad de moléculas de ADN, tales como los elementos genéticos (que incluyen, pero no se
limitan a, cromosomas, bacterid6fagos y plasmidos conjugativos). Curiosamente, las células que llevan estos
espaciadores CRISPR son incapaces de ser infectadas por moléculas de ADN que contienen secuencias homélogas
a los espaciadores (Mojica et al. 2005).
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Generalmente, el espaciador CRISPR de manera natural esta presente entre dos multiples repeticiones directas,
cortas, e idénticas que son palindromicas.

Adecuadamente, el espaciador CRISPR es homdlogo al acido nucleico diana o un producto de transcripcion del
mismo o una secuencia identificada. Aunque la homologia también se puede considerar en términos de similitud, en
el contexto de la presente invencion se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia. Una
secuencia homologa se supone que incluye un espaciador CRISPR, el cual puede ser al menos idéntico al 70, 75,
80, 85 6 90%, o al menos idéntico al 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6 99% a la secuencia de &cido nucleico diana o un
producto de transcripcion de la misma o una secuencia identificada.

En algunas realizaciones, el espaciador CRISPR es idéntico al 100% a la secuencia del acido nucleico diana.
El nUmero de espaciadores CRISPR en un loci o locus CRISPR dado puede variar entre especies.

Adecuadamente, el nUmero de espaciadores puede oscilar entre aproximadamente 1 y aproximadamente 140, entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 15 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 25 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 35 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 100, entre
aproximadamente 45 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100.

Adecuadamente, el nimero de espaciadores puede oscilar entre aproximadamente 1 y aproximadamente 135, entre
aproximadamente aproximadamente 130, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 125, entre
aproximadamente aproximadamente 120, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 115, entre
aproximadamente aproximadamente 110, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 105, entre
aproximadamente aproximadamente 100, entre aproximadamente aproximadamente 95, entre
aproximadamente aproximadamente 90, entre aproximadamente aproximadamente 80, entre
aproximadamente aproximadamente 70, entre aproximadamente aproximadamente 60, entre
aproximadamente aproximadamente 50, entre aproximadamente aproximadamente 40, entre
aproximadamente aproximadamente 30, entre aproximadamente aproximadamente 20, entre
aproximadamente aproximadamente 10, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 9, entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 8, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 7, entre aproximadamente
1 y aproximadamente 6, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5, entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 4, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 3, entre aproximadamente 1 y aproximadamente
2.

RPRRRRREPRPEPPE

KKK <KX
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< «

Generalmente, los espaciadores CRISPR se identifican mediante andlisis de secuencia como los tramos de ADN
localizados entre dos repeticiones.

Tal como se describe en la presente memoria, los inventores sorprendentemente han descubierto que el uso de uno
0 mas genes cas o0 proteinas en combinacién con una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR
(preferiblemente, combinacién(es) funcional(es) de las mismas) mantienen la especificidad de la inmunidad a
conferir por uno 0 mas espaciadores CRISPR en una célula, tal como una célula receptora.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “especificidad de inmunidad” quiere decir que se puede conferir
inmunidad frente a una secuencia especifica de acido nucleico o producto de transcripcion de la misma usando una
secuencia de espaciador CRISPR especifico (0 seudo espaciador CRISPR). Por consiguiente, un espaciador
CRISPR dado no confiere resistencia frente a cualquier secuencia de acido nucleico o producto de transcripcion de
la misma sino s6lamente a aquellas secuencias frente a las cuales el espaciador CRISPR (0o seudo espaciador
CRISPR) es homologo, tal como idéntico al 100%.

El(los) espaciador(es) CRISPR puede(n) ser derivables (preferiblemente derivados) a partir de un organismo, tal
como un organismo donante, que es diferente a la célula, tal como la célula receptora o incluso un organismo
donante adicional, a partir del cual los uno 0 mas genes o proteinas y/o las una o0 mas, preferiblemente, dos 0 mas
repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas). Los espaciadores CRISPR pueden estar o
pueden ser derivables (preferiblemente, derivados) a partir de un organismo, tal como un organismo donante, que es
heterdlogo a la célula, tal como la célula receptora o incluso un organismo donante adicional, a partir del cual los uno
0 mas genes cas 0 proteinas y/o las una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR son o son
derivables (preferiblemente, derivadas). Los uno 0 mas genes cas y/o las una o mas, preferiblemente, dos 0 mas
repeticiones CRISPR pueden estar o pueden ser derivables (preferiblemente, derivados) a partir de una célula
homéloga (es decir, la misma), tal como una célula receptora homdloga.

Para evitar la duda, los espaciador(es) CRISPR se puede(n) disefiar y producir sintéticamente (por ejemplo, usando
técnicas de ADN recombinante).
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En una realizacién, los espaciadores CRISPR son heterélogos (es decir, diferentes) a la célula, tal como la célula
receptora, a partir de la cual los uno o mas genes cas o proteinas y/o las una o mas, preferiblemente, dos o mas
repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente derivadas) y los uno o mas genes cas o proteinas y/o
las una o mas, preferiblemente, dos 0 mas repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas) a
partir de una célula homéloga, tal como una célula receptora homéloga.

En otra realizacion, los espaciadores CRISPR son heterologos (es decir, diferentes) a la célula, tal como la célula
receptora, a partir de la cual los uno o mas genes cas o proteinas son o son derivables (preferiblemente, derivados).

En otra realizacién, los espaciadores CRISPR son heterélogos a la célula, tal como la célula receptora y los uno o
mas genes cas 0 proteinas y/o las una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR son o son
derivables (preferiblemente, derivados) a partir de una célula homéloga, tal como una célula receptora homéloga.

En otra realizacion, los espaciadores CRISPR son heterologos a la célula, tal como la célula receptora, mientras que
los uno o méas genes cas o proteinas y/o las una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR es/son
homologas a la célula, tal como la célula receptora.

En otra realizacion, los espaciadores CRISPR son heter6logos a la célula receptora, mientras que la célula receptora
es homdloga para los uno 0 mas genes cas o proteinas y/o las una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones
CRISPR.

En otra realizacion, el espaciador CRISPR usado de acuerdo con la presente invencién es uno que no esta asociado
de manera natural con la repeticion CRISPR y/o genes cas y/o la combinacién funcional repeticion CRISPR-gen cas.
En otras palabras, el espaciador CRISPR en el locus CRISPR recombinante de acuerdo con la presente invencién
es heterdlogo a la repeticion CRISPR y/o los genes cas del locus CRISPR.

Uno o més de los espaciadores CRISPR se pueden usar para modificar por ingenieria una célula, tal como una
célula receptora. En particular, uno o méas espaciadores CRISPR se pueden usar para modificar por ingenieria una
célula, tal como una célula receptora, que en combinaciéon con uno o0 mas genes cas 0 proteinas y/o una o mas,
preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR (preferiblemente, una o mas combinaciones funcionales de las
mismas) se pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un acido nucleico diana o un producto de
transcripcion del mismo.

Adecuadamente, uno o mas espaciadores CRISPR se pueden usar para modificar por ingenieria una célula, tal
como una célula receptora. En particular, uno o mas espaciadores CRISPR se pueden usar para modificar por
ingenieria una célula, tal como una célula receptora, que en combinacion con uno 0 mas genes cas o proteinas se
pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un acido nucleico diana o un producto de
transcripcion del mismo.

A modo de ejemplo, los espaciadores CRISPR se pueden insertar en el ADN de una célula (por ejemplo, una célula
receptora), tal como ADN plasmido o ADN gendmico de una célula, usando diversos métodos que son bien
conocidos en la técnica.

A modo de ejemplo adicional, los espaciadores CRISPR se pueden usar como plantilla sobre la cual modificar (por
ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN gendmico,
de modo que los espaciadores CRISPR se crean en el ADN de la célula.

A modo de ejemplo adicional, los espaciadores CRISPR se pueden clonar en una construccion, un plasmido o un
vector y similares que a continuacion se transforman en la célula, usando métodos como los descritos en la presente
invencion.

En un aspecto adicional, también se ha proporcionado un método para identificar un espaciador CRISPR para
usarse en la modulacion de la resistencia de una célula frente a un acido nucleico diana o un producto de
transcripcion del mismo que comprende las etapas de: (i) preparar una célula que comprenda al menos dos
repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteina; (ii) identificar al menos un espaciador CRISPR en un
organismo, tal como un organismo donante; (iii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula de modo
que tenga homologia al espaciador CRISPR del organismo donante que comprende el acido nucleico diana; y (iv)
determinar si la célula modula la resistencia frente al acido nucleico diana, donde la modulacion de la resistencia de
la célula frente al acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo es indicativo de que el espaciador
CRISPR modula la resistencia de la célula frente al acido nucleico diana.

Los espaciadores CRISPR pueden comprender o consistir en la secuencia de nucleétidos descrita en cualquiera o
mas de cualquiera de SEC. ID. N° 23-460 y/o SEC. ID. N° 522-665.

Un espaciador CRISPR esta flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR
tiene al menos una repeticion a cada lado.
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Sin estar obligado por ninguna teoria particular, cuanto mas lejos esté un espaciador CRISPR dado del extremo 5’
del locus CRISPR (que comprende el(los) gen(es) o la secuencia lider), puede ser menor la resistencia conferida por
ese espaciador CRISPR. Por consiguiente, en una realizacién de la presente invencion se prefiere que uno o mas de
los primeros 100 espaciadores CRISPR a partir del extremo 5’ del locus CRISPR (que comprende los genes cas y/o
la secuencia lider) estén modificados, mas preferiblemente, que uno o mas de los primeros 50 espaciadores
CRISPR a partir del extremo 5 del locus CRISPR (que comprende los genes cas y/o la secuencia lider) estén
modificados, mas preferiblemente, que uno o0 mas de los primeros 40 espaciadores CRISPR a partir del extremo 5’
del locus CRISPR (que comprende los genes cas y/o la secuencia lider) estén modificados, mas preferiblemente,
que uno o mas de los primeros 30 espaciadores CRISPR a partir del extremo 5’ del locus CRISPR (que comprende
los genes cas y/o la secuencia lider) estén modificados, mas preferiblemente, que uno o mas de los primeros 20
espaciadores CRISPR a partir del extremo 5’ del locus CRISPR (que comprende los genes cas y/o la secuencia
lider) estén modificados, mas preferiblemente, que uno o mas de los primeros 15 espaciadores CRISPR a patrtir del
extremo 5 del locus CRISPR (que comprende los genes cas y/o la secuencia lider) estén modificados, mas
preferiblemente, , que uno o mas de los primeros 10 espaciadores CRISPR a partir del extremo 5’ del locus CRISPR
(que comprende los genes cas y/o la secuencia lider) estén modificados.

Tal como se apreciara por el experto en la técnica, diferentes bacterias tienen diferentes nimeros de espaciadores
CRISPR.

Zona central del Espaciador CRISPR

Para un tipo de CRISPR especifico dentro de una especie microbiana, el espaciador CRISPR generalmente se
representa mediante una longitud predominante definida, pero el tamafio puede variar. Los tipos de CRISPR
descritos hasta la fecha se han encontrado que contienen una longitud de espaciador predominante de entre
aproximadamente 20 pb y aproximadamente 58 pb.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “zona central de espaciador CRISPR” quiere decir la longitud
del espaciador observado mas corto dentro de un tipo de CRISPR. Por tanto, a modo de ejemplo, dentro de CRISPR
Tipo 1 de Streptococcus thermophilus, la longitud del espaciador dominante es 30 pb con una minoria de
espaciadores entre 28 pb y 32 pb en tamafio. Asi en este ejemplo particular (CRISPR Tipo 1 de S. thermophilus), la
zona central de espaciador CRISPR se define como un tramo continuo de 28 pb.

Adecuadamente, la zona central del espaciador CRISPR es homdloga al &cido nucleico diana o un producto de
transcripcion del mismo o una secuencia identificada sobre la longitud de la secuencia de la zona central. Aunque la
homologia también se puede considerar en términos de similitud, en el contexto de la presente invencién se prefiere
expresar homologia en términos de identidad de secuencia. Una secuencia homdéloga se supone que incluye una
zona central de espaciador CRISPR, la cual puede ser al menos idéntico al 90% o al menos idéntico al 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98 0 99 % a la secuencia de acido nucleico diana o un producto de transcripciéon del mismo o una
secuencia identificada sobre la longitud de la secuencia de la zona central.

Adecuadamente, la zona central del espaciador CRISPR es idéntico al 100% a la secuencia de acido nucleico diana
0 un producto de transcripcion del misma o una secuencia identificada sobre la longitud de la secuencia de la zona
central.

Seudo espaciador CRISPR

Tal como se usa en la presente memoria, el término “seudo espaciador CRISPR” se refiere a una secuencia de
acido nucleico presente en un organismo (por ejemplo, un organismo donante), tal como bacteriéfago, la cual es
preferiblemente esencial para la funcién y/o supervivencia y/o replicacion y/o infectividad y similares, y la cual forma
una secuencia espaciador CRISPR; y/o se puede usar para formar o preparar una secuencia de espaciador CRISPR
la cual es complementaria a o homdloga al seudo espaciador CRISPR; y/o se puede usar para modular la
resistencia.

Uno o mas de los seudo espaciadores CRISPR o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u
homélogo(s) al uno 0 mas seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) usar para modificar por ingenieria una célula,
tal como una célula receptora. En particular, uno o mas seudo espaciadores CRISPR o espaciador(es) CRISPR que
es/son complementario(s) u homélogo(s) a los uno o mas seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) usar para
modificar por ingenieria una célula, tal como una célula receptora, que en combinacidon con uno 0 mas genes cas o
proteinas y/o una o mas repeticiones CRISPR (por ejemplo, una 0 mas combinaciones funcionales de las mismas)
se pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un acido nucleico diana o un producto de
transcripcion del mismo.

Uno o mas seudo espaciadores CRISPR o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homdlogo(s) a
los uno o mas seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) usar para modificar por ingenieria una célula, tal como
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una célula receptora, que en combinacién con uno o0 mas genes cas 0 proteinas se pueden usar para modular la
resistencia de una célula frente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo.

A modo de ejemplo, los seudo espaciadores CRISPR o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u
homologo(s) a los uno o mas seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) insertar en el ADN de una célula (por
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN gendmico de una célula, usando diversos métodos
gue son bien conocidos en la técnica.

A modo de ejemplo adicional, los seudo espaciadores CRISPR se pueden usar como plantilla sobre la cual modificar
(por ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN
gendmico, de modo que los espaciadores CRISPR se crean en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional,
los seudo espaciadores CRISPR o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homdlogo(s) a los uno o
mas seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) clonar en una construccién, un plasmido o un vector y similares que
a continuacion se transforman en la célula, usando métodos como los descritos en la presente memoria.

Secuencia de acido nucleico

En un aspecto adicional, se ha proporcionado una secuencia de acido nucleico (por ejemplo, una secuencia
recombinante o una de acido nucleico aislada) que consiste esencialmente en al menos un gen cas o proteina.

La secuencia de acido nucleico puede ser ADN o ARN de origen genémico, sintético o recombinante, por ejemplo,
ADNCc. La secuencia de nuclettidos puede ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la cadena sentido
0 antisentido o combinaciones de las mismas. Las secuencias de acido nucleico recombinante se pueden preparar
mediante el uso de técnicas de ADN recombinante, tal como se ha descrito en la presente memoria. La secuencia
de &cido nucleico diana puede ser o puede ser derivada a partir de un gen.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “que esencialmente consiste en” en el contexto de la secuencia
de &cido nucleico se refiere a una secuencia de &acido nucleico que comprende uno 0 mas genes cas y que excluye
al menos un componente adicional de un locus CRISPR, tal como las repeticiones CRISPR, los espaciadores
CRISPR y/o la secuencia lider comun.

Por consiguiente, en una realizaciéon, se ha proporcionado una secuencia de &cido nucleico que consiste
esencialmente en al menos un gen cas y al menos dos repeticiones CRISPR.

En una realizacion adicional, se ha proporcionado una secuencia de acido nucleico que consiste esencialmente en al
menos un gen cas y al menos un espaciador CRISPR.

En una realizacién adicional, se ha proporcionado una secuencia de &cido nucleico que consiste esencialmente en al
menos un gen cas, al menos un espaciador CRISPR y al menos dos repeticiones CRISPR.

En una realizacién adicional, se ha proporcionado una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un gen
cas a condicion de que al menos un componente adicional de un locus CRISPR esté ausente, adecuadamente, a
condicion de que al menos un componente adicional de un locus CRISPR natural esté ausente (por ejemplo,
sustancialmente ausente).

En una realizacion adicional, se ha proporcionado una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un gen
cas a condicion de que los espaciadores CRISPR del locus CRISPR estén ausentes, adecuadamente, a condicion
de que los espaciadores CRISPR de un locus CRISPR natural estén ausentes (por ejemplo, sustancialmente
ausente).

En una realizacién adicional, se ha proporcionado una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un gen
cas a condicién de que las repeticiones CRISPR del locus CRISPR estén ausentes, adecuadamente, a condicion de
gue las repeticiones CRISPR de un locus CRISPR natural estén ausentes.

En una realizacion adicional, se ha proporcionado una secuencia de &cido nucleico que comprende al menos un gen
cas a condicion de que las secuencias lider comunes del locus CRISPR estén ausentes, adecuadamente, a
condicion de que las secuencias lider comunes del locus CRISPR natural estén ausentes.

En una realizacién adicional, se ha proporcionado una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un gen
cas a condicion de que los espaciadores CRISPR y las repeticiones CRISPR del locus CRISPR estén ausentes,
adecuadamente, a condicion de que los espaciadores CRISPR y las repeticiones CRISPR del locus CRISPR natural
estén ausentes.

En una realizacion adicional, se ha proporcionado una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un gen
cas a condicion de que los espaciadores CRISPR y las repeticiones CRISPER del locus CRISPR estén ausentes,
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adecuadamente, a condicion de que los espaciadores CRISPR vy las repeticiones CRISPR del locus CRISPR natural
estén ausentes.

En una realizacion adicional, se ha proporcionado una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un gen
cas a condicion de que los espaciadores CRISPR y las secuencias lider comunes del locus CRISPR estén ausentes,
adecuadamente, a condicion de que los espaciadores CRISPR y las secuencias lider comunes del locus CRISPR
natural estén ausentes.

En una realizacién adicional, se ha proporcionado una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un gen
cas a condicion de que las repeticiones CRISPR y las secuencias lider comunes del locus CRISPR estén ausentes,
adecuadamente, a condiciéon de que las repeticiones CRISPR vy las secuencias lider comunes del locus CRISPR
natural estén ausentes.

En una realizacion adicional, se ha proporcionado una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un gen
cas a condicion de que las repeticiones CRISPR, los espaciadores CRISPR y las secuencias lider comunes del
locus CRISPR estén ausentes, adecuadamente, a condicion de que las repeticiones CRISPR, los espaciadores
CRISPR y las secuencias lider comunes del locus CRISPR natural estén ausentes.

La secuencia de acido nucleico y los acidos nucleicos se pueden aislar o sustancialmente purificar. Por “aislar” o
“sustancialmente purificar’ se hace pensar que las moléculas de acido nucleico, o fragmentos biolégicamente
activos o variantes, homodlogos, o derivados de los mismos estan sustancialmente o esencialmente libres de
componentes normalmente encontrados en asociacion con el acido nucleico en su estado natural. Dichos
componentes incluyen otro material, medios de cultivo a partir de la produccion recombinante y diversos
componentes quimicos usados en sintetizar quimicamente los 4cidos nucleicos.

Una secuencia de acido nucleico o acido nucleico “aislado” generalmente esta libre de secuencias de acido nucleico
que flanquean el &cido nucleico de interés en el ADN genémico del organismo a partir del cual se derivé el acido
nucleico (tal como secuencias codificadoras presentes en los extremos 5’ o 3’). Sin embargo, la molécula puede
incluir algunas bases o restos adicionales que no afectan de manera perjudicial las caracteristicas basicas de la
composicion.

La(s) secuencia(s) de acido nucleico se puede(n) usar en la modificacién por ingenieria de una célula, tal como una
célula receptora. A modo de ejemplo, la secuencia de acido nucleico puede estar insertada en el ADN, tal como ADN
plasmido o ADN gendmico, de una célula receptora, usando métodos, tal como recombinacion homéloga. A modo
de ejemplo adicional, la(s) secuencia(s) de acido nucleico se puede(n) usar como plantilla sobre la cual modificar
(por ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN
gendmico, de modo que la(s) secuencia(s) de acido nucleico se crea(n) en el ADN de la célula. A modo de ejemplo
adicional, la(s) secuencia(s) de acido nucleico se puede(n) clonar en una construccién, un pladsmido o un vector y
similares que a continuacion se transforman en la célula, usando métodos tales como los descritos en la presente
memoria.

Un espaciador CRISPR esta flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR
tiene al menos una repeticiéon CRISPR a cada lado.

Secuencia de Acido Nucleico Diana

Tal como se usa en la presente memoria, el término “secuencia de acido nucleico diana” se refiere a cualquier
secuencia de acido nucleico o producto de transcripcion de la misma, frente a la cual se modula la resistencia en
una célula, tal como una célula receptora,.

La resistencia puede ser frente a la secuencia de acido nucleico diana per se. Ventajosamente, esto confiere
resistencia a una célula frente a un organismo donante a partir del cual el(los) acido(s) nucleico(s) diana es(son)
derivable(s) (preferiblemente, derivado(s)). Por tanto, a modo de ejemplo, la insercion de un seudo espaciador
CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un bacteriéfago o un(os) espaciador(es) CRISPR que
es/son complementario(s) u homélogo(s) a los uno 0 mas seudo espaciador(es) CRISPR en una célula, tal como
una célula receptora, puede conferir resistencia al bacteriéfago. Por tanto, a modo de ejemplo adicional, la insercion
entre dos repeticiones CRISPR de un seudo espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un
bacteriéfago o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homdlogo(s) a los uno o mas seudo
espaciador(es) CRISPER en una célula, tal como una célula receptora, puede conferir resistencia al bacteriéfago.

La resistencia puede ser frente a un producto de transcripcion de la secuencia de acido nucleico diana, tal como un
transcrito de la secuencia de acido nucleico diana (por ejemplo, un transcrito de ARN (por ejemplo, ARNm) (por
ejemplo, un transcrito sentido o antisentido) o incluso un producto de transcripcion de polipéptido. Ventajosamente,
esto confiere resistencia a una célula frente a un organismo donante a partir del cual el producto de transcripcién es
derivable (preferiblemente, derivado).

26



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2398918 T3

La secuencia de nucleétidos diana puede ser ADN o ARN de origen genémico, sintético o recombinante.

La secuencia de nucledtidos puede ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la cadena sentido o
antisentido o combinaciones de las mismas.

La secuencia de nucleétidos se puede preparar mediante el uso de técnicas de ADN recombinante (por ejemplo,
ADN recombinante).

La secuencia de nucleétidos puede ser la misma que una forma que se da de manera natural, o puede ser derivable
(preferiblemente, derivada) a partir de la misma.

La secuencia de acido nucleico diana puede ser o puede ser derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un gen.

La secuencia de acido nucleico diana puede ser o puede ser derivable (preferiblemente, derivada) a partir de una
variante, homologo, fragmento o derivado de un gen.

En una realizacién, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de
bacteriéfago.

En una realizacion, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de ADN
plasmido.

En una realizacién, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un elemento
genético movil.

En una realizacion, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un elemento
transponible o una secuencia de insercion.

En una realizacion, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un gen que
confiere resistencia.

En una realizacion, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un gen que
confiere resistencia a un antibigtico.

En una realizacion, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un factor de
virulencia.

En una realizacion, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de una toxina,
una intemalina o una hemolisina.

Modular resistencia

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular la resistencia de una célula, tal como una
célula receptora, frente a un &cido nucleico diana o un producto de transcripciéon del mismo.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “modular la resistencia” puede referirse a suprimir, reducir,
disminuir, inducir, conferir, restaurar, elevar, incrementar o de lo contrario afectar la resistencia de una célula a un
acido nucleico diana.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “resistencia” no quiere decir que implique que una célula es
100% resistente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo, pero incluye células que son
tolerantes al acido nucleico diana o un producto de transcripcién del mismo.

Tal como se usa en la presente memoria el término “resistencia a acido nucleico diana o producto de transcripcion
del mismo” quiere decir que se confiere resistencia frente a una célula o un organismo, tal como un fago, que
comprende o produce el acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo.

Sin estar obligado por cualquier teoria particular, creemos que la resistencia o inmunidad no estéd enlazada a la
“entrada” de ADN exdgeno en una célula (es decir, penetracion a través de la membrana celular). La inmunidad o
resistencia se prefiere que corresponda a una obstruccion, obstaculo, impedimento, barrera o anulacion de la
persistencia, mantenimiento o supervivencia del acido nucleico entrante (o bien, por ejemplo, en una forma lineal
libre, o integrado dentro del cromosoma bacteriano, fuera de un locus CRISPR o dentro de una molécula circular, tal
como un plasmido), o a una obstruccién, obstaculo, impedimento, barrera o anulacion de su replicacion y/o
transcripcion y/o expresion.
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En una realizacién, los componentes minimos que confieren inmunidad o resistencia frente a un acido nucleico diana
o producto de expresion del mismo son al menos un gen cas (o una proteina Cas) y al menos dos repeticiones
CRISPR que flanquean un espaciador.

En una realizacion, se prefiere que “modular resistencia” quiera decir inducir, conferir, elevar o incrementar la
resistencia de una célula a un acido nucleico diana.

En un aspecto, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de
una célula frente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo que comprende las etapas de:
(i) identificar una secuencia (por ejemplo, una secuencia conservada) en un organismo (preferiblemente, una
secuencia esencial a la funcién o supervivencia del organismo); (ii) preparar un espaciador CRISPR que sea un
homélogo de secuencia, (adecuadamente idéntico al 100%), a la secuencia identificada; (iii) preparar un acido
nucleico que comprenda al menos un gen cas y al menos dos repeticiones CRISPR junto con el espaciador
CRISPR; y (iv) transformar una célula con dicho acido nucleico para asi volver a la resistencia celular a dicho acido
nucleico diana o producto de transcripcion del mismo.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “secuencia conservada” en el contexto de identificar una
secuencia conservada en un organismo necesariamente no tiene que ser conservada en su sentido mas estricto
puesto que el conocimiento de una secuencia a partir de un organismo dado seria suficiente. Ademas, la secuencia
no necesita ser parte de una entidad esencial, puesto que creemos que un espaciador inspirado a partir de un gen
esencial seria mas eficiente en conferir inmunidad o resistencia.

En una realizacion, la secuencia conservada es una secuencia que es esencial para la funcion y/o la supervivencia
ylo la replicacion y/o la infectividad y similares de un organismo o una célula. A modo de ejemplo, la secuencia
conservada puede ser una helicasa, una primasa, una proteina estructural de cabeza o cola, una proteina con un
dominio conservado (por ejemplo, holin, lisina y otros) o unas secuencia conservadas entre genes importantes de
fago.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la
resistencia de una célula frente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo que comprende
las etapas de: (i) identificar uno o méas espaciadores CRISPR en un organismo resistente al &cido nucleico diana o
producto de transcripcion del mismo; (ii) preparar un acido nucleico recombinante que comprenda al menos un gen
cas o proteina y al menos dos repeticiones CRISPR junto con dichos uno o mas espaciadores identificados; y (iii)
transformar una célula con dicho &cido nucleico recombinante para asi volver a la célula receptora resistente a dicho
acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la
resistencia de una célula que comprende al menos uno 0 mas genes cas o proteinas y una o mas, preferiblemente,
dos o més repeticiones CRISPR frente a &cido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo que
comprende las etapas de: (i) identificar uno o mas espaciadores CRISPR en un organismo resistente al acido
nucleico diana o producto de transcripcion del mismo, y (i) modificar la secuencia de uno o méas espaciador(es)
CRISPR en la célula de modo que el(los) espaciador(es) tiene(n) homologia a los espaciador(es) CRISPR en el
organismo.

En una realizacion, uno o méas espaciadores CRISPR en una célula, tal como una célula receptora, se modifican (por
ejemplo, por ingenieria genética) de modo que el(los) espaciador(es) CRISPR tiene(n) homologia a uno o mas
espaciador(es) CRISPR en un organismo, tal como un organismo donante, que es sustancialmente resistente a un
acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo para volver a la célula resistente al acido nucleico
diana.

Adecuadamente, los uno 0 mas genes cas 0 proteinas y uno o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones
CRISPR en la célula son una combinacién funcional como las descritas en la presente memoria.

La ingenieria genética puede incluir, pero no se limita a, afiadir (por ejemplo, insertar), someter a deleciéon (por
ejemplo, separar) o modificar (por ejemplo, mutar) la secuencia de los uno o mas espaciadores CRISPR o en una
célula de modo que el espaciador CRISPR tenga homologia (por ejemplo, homologia incrementada después de la
ingenieria genética) a uno o mas espaciadores CRISPR de un organismo donante. Esta etapa de ingenieria dara
como resultado una célula que sera sustancialmente sensible a un acido nucleico diana o un producto de
transcripcion del mismo al ser sustancialmente resistente al acido nucleico diana o un producto de transcripcion del
mismo.

La ingenieria genética puede incluso incluir, pero no se limita a, afiadir (por ejemplo, insertar) o someter a delecion
(por ejemplo, separar) la secuencia de los uno o mas seudo espaciadores CRISPR en una célula. Esta etapa de
ingenieria dard como resultado una célula que sera sustancialmente sensible a un acido nucleico diana o un
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producto de transcripcion del mismo al ser sustancialmente resistente al acido nucleico diana o un producto de
transcripcion del mismo.

En otra realizacion, “modular la resistencia” quiere decir suprimir, reducir o disminuir la resistencia de una célula a un
acido nucleico diana.

Por tanto, en un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para disminuir o reducir la resistencia de una
célula, tal como una célula receptora, que comprende al menos uno 0 mas genes cas 0 proteinas y una o0 mas,
preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR frente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del
mismo.

De acuerdo con esta realizacion, el método comprende las etapas de: (i) identificar uno o mas espaciadores
CRISPR en un organismo que es sustancialmente resistente al acido nucleico diana o un producto de transcripcion
del mismo; y (ii) modificar la secuencia de uno o méas espaciador(es) CRISPR en la célula de modo que el(los)
espaciador(es) CRISPR tenga(n) un grado reducido de homologia a el(los) espaciador(es) CRISPR en el organismo.

En otra realizacion, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, disminuir) la resistencia de una
célula que comprende uno 0 mas genes cas o proteinas y una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones
CRISPR frente a un acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo que comprende las etapas de: (i)
identificar un espaciador CRISPR o un seudo espaciador CRISPR en un organismo que comprenda un acido
nucleico diana o producto de transcripcion del mismo frente al cual se modula la resistencia; y (ii) identificar el
espaciador CRISPR en el organismo en el cual se modula la resistencia; y (iii) adaptar la secuencia del espaciador
CRISPR en el organismo en el cual se modula la resistencia de modo que el espaciador CRISPR tenga un grado
inferior de homologia al espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR del organismo que comprende el acido
nucleico diana o producto de transcripcion del mismo frente al cual se modula la resistencia.

Se modifican uno 0 més espaciadores CRISPR en una célula sustancialmente resistente por ingenieria para volver a
la célula sensible a un acido nucleico diana. La ingenieria genética puede incluir, pero no se limita a, la adicién (por
ejemplo, insercion), delecion (por ejemplo, separacion) o modificaciéon de una o mas combinaciones funcionales
repeticion CRISPR-cas o porciones o fragmentos de los mismos en la célula sustancialmente resistente y/o la
adicion (por ejemplo, insercion), delecion (por ejemplo, separacion) o modificacion de uno o mas espaciadores
CRISPR o porciones o fragmentos de los mismos en la célula sustancialmente resistente.

A continuacion, la etapa de ingenieria dara como resultado una célula que serd sustancialmente resistente a un
acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo llegando a ser sustancialmente sensible a un acido
nucleico diana o un producto de transcripcién del mismo.

Generalmente, para conferir sensibilidad a una célula, se espera que uno o0 mas espaciadores CRISPR, uno o0 mas
genes cas o proteinas, una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR o una o0 mas combinaciones
funcionales repeticion CRISPR-cas a partir de una célula sustancialmente resistente se separaran, someteran a
delecion o modificaran de modo que no se confiere resistencia durante mas tiempo.

Ventajosamente, las células que son sensibles a un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo
se pueden preparar de modo que sus niveles dentro de un cultivo dado, tal como un cultivo iniciador, se puede
modular (por ejemplo, disminuir) tal como se desee. Por tanto, a modo de ejemplo, se puede desarrollar un cultivo
iniciador que comprenda dos o cepas bacterianas de modo que todos los miembros del cultivo son sensibles al
mismo agente (por ejemplo, bacteriéfago). Por consiguiente, una vez que no se desee que el cultivo esté vivo
durante mas tiempo, el cultivo se puede poner en contacto con el mismo agente sencillo para matar todos los
miembros del cultivo.

Ademas, incluso puede ser posible modular la sensibilidad de una célula a uno o mas agentes (por ejemplo,
bacteriéfago) de modo que el agente solamente mate una cierta proporcion de las células en un cultivo dado, tal
como el 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 95% de las células en un cultivo dado.

En un aspecto, una célula, tal como una célula receptora, puede ser modificada por ingenieria de modo que
comprenda un espaciador CRISPR 0 una secuencia que corresponde con un seudo espaciador CRISPR volviendo
de ese modo a la célula resistente a un &cido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo.
Adecuadamente, la célula se modifica por ingenieria de modo que el espaciador CRISPR o secuencia que
corresponde al seudo espaciador CRISPR se usa junto con una combinacién funcional gen cas-repeticion CRISPR,
tal como las descritas en la presente memoria.

En un aspecto, una célula que es resistente a un acido nucleico diana o producto de transcripcién del mismo se
modifica por ingenieria de modo que el espaciador CRISPR que confiere la inmunidad frente al acido nucleico diana
o producto de transcripcién del mismo se inserta en una célula que comprende una combinacion funcional gen cas-
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repeticion CRISPR, volviendo de ese modo a la célula resistente al acido nucleico diana o producto de transcripcion
del mismo.

En un aspecto, se determina la secuencia de uno o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de
una célula que es resistente a un acido nucleico diana o producto de transcripciéon del mismo. A continuacion, se
modifica por ingenieria una célula, tal como una célula receptora, de modo que comprenda la secuencia del
espaciador CRISPR y una combinacién funcional gen cas-repeticion CRISPR, volviendo asi a la célula resistente al
acido nucleico diana o producto de transcripcién del mismo.

En un aspecto, se preparan un espaciador CRISPER de una célula, tal como una célula receptora, y una
combinacion funcional gen cas-repeticion CRISPR de la misma o diferente célula, tal como la misma o diferente
célula receptora. A continuacion, se modifica por ingenieria una célula adicional, tal como una célula receptora, de
modo que comprenda la secuencia de espaciador CRISPR y combinacién funcional de gen cas-repeticion CRISPR
volviendo de ese modo a la célula resistente al acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo.

Un espaciador CRISPR esta flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR
tiene al menos una repeticién CRISPR a cada lado.

Bacteri6fago

En un aspecto particularmente preferido de la presente invencion, se modula la resistencia de una célula frente un
bacteriéfago.

El bacteriéfago es virulento a la célula.
El bacteriéfago puede ser un bacteriéfago virulento o uno templado.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “bacteriéfago” tiene su significado convencional como se
entiende en la técnica, es decir, un virus que infecta selectivamente procariotas, tales como bacterias. Muchos
bacteriéfagos son especificos a un género o especie particular o cepa de célula.

El bacteriéfago puede ser un bacteriofago litico o un bacteriéfago lisogénico.

Un bacteri6fago litico es uno que sigue la ruta litica hasta la finalizacion del ciclo litico, mas que entrar en la ruta
lisogénica. Un bacteriéfago litico se somete a replicacion viral que conduce a lisis de la membrana celular,
destruccion de la célula, y liberacion de las particulas del bacteri6fago progenie capaces de infectar otras células.

Un bacteriéfago lisogénico es uno capaz de entrar en la ruta lisogénica, en la cual el bacteriéfago llega a ser una
parte latente y pasiva del genoma de la célula hasta antes de la finalizacion de su ciclo litico.

El término “bacteriéfago” es sindnimo del término “fago”.

Aunqgue se puede emplear la resistencia frente a cualquier bacteriéfago (incluyendo el bacteriéfago de tipo natural,
que se da de manera natural, aislado o recombinante), se prefiere el bacteriéfago activo frente a bacterias. Mas
adecuadamente, es de particular interés el bacteriéfago activo frente a bacterias que son patégenas a plantas y/o
animales (incluyendo humanos).

A modo de ejemplo, el bacteriéfago incluye, pero no se limita a, aquellos bacteriéfagos capaces de infectar una
bacteria que comprende de manera natural uno o mas loci CRISPR. Los loci CRISPR se han identificado en mas de
40 procariotas (Jansen et al. 2002b; Mojica et al. 2005; Haft et al., 2005) que incluyen, pero no se limitan a,
Aeropyrum  Pyrobaculum, Sulfolobus, Archaeoglobus, Halocarcula, Methanobacterium, Methanococcus,
Methanosarcina, Methanopyrus, Pyrococcus, Picrophilus, Thermoplasma, Corynebacterium, Mycobacterium,
Streptomyces, Aquifex, Porphyromonas, Chlorobium, Thermus, Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Clostridium,
Thermoanaerobacter, Mycoplasma, Fusobacterium, Azarcus, Chromobacterium, Neisseria, Nitrosomonas,
Desulfovibrio, , Geobacter, Myxococcus, Campylobacter, Wolinella, Acinetobacter, Erwinia, Escherichia, Legionella,
Metliylococcus, Pasteurella, Photobacterium, Salmonella, Xanthamonas, Yersinia, Treponema y Thermotoga.

A modo de ejemplo, el bacteriéfago incluye, pero no se limita a, aquellos bacteriéfagos capaces de infectar bacterias
pertenecientes a los siguientes géneros: Escherichia, Shigella, Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus, Vibrio,
Legionella, Pseudomonas, Neisserica, Bordetella, Flelicobacter, Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium, Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella,
Brucella y Xanthomonas.

A modo de ejemplo adicional, el bacteriéfago incluye, pero no se limita a, aquellos bacteriéfagos capaces de infectar
(o someter a transduccién) especies de bacterias de acido lactico, una especie de Bifidobacterium, una especie de
Brevibacterium, una especie de Propionibacterium, una especie de Lactococcus, una especie de Streptococcus, una
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especie de Lactobacillus incluyendo el Lactobacillus acidophilus, especies de Enterococcus, especies de
Pediococcus, una especie de Leuconostoc y especie de Oenococcus.

A modo de ejemplo adicional, el bacteriéfago incluye, pero no se limita a, aquellos bacteriéfagos capaces de infectar
Lactococcus lactis, incluyendo Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactic subsp. cremoris, Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium
infantis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
gasseri, Lactobacillus johnsonii o Bifidobacterium longum.

A modo de ejemplo adicional, los bacteriéfagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteriéfagos capaces de
infectar cualquier bacteria fermentativa susceptible de alteracion mediante infeccion de bacteri6fago, incluyendo pero
no limitado a procesos para la produccion de antibiéticos, aminoacidos y disolventes. Los productos producidos por
fermentacion que se sabe que han encontrado infeccidon de bacteriéfago, y las correspondientes bacterias de
fermentacion infectadas, incluyen queso Cheddar y cottage (Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris), Yogurt (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus), queso Suizo, (S.
thermophilus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus), queso Azul (Leuconostoc cremoris), queso ltaliano (L.
bulgaricus, S. thermophilus), Viili (Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis, Leuconostoc cremoris), Yakult (Lactobacillus casei), caseina (Lactococcus lactis subsp. cremoris),
Natto (Bacillus subtilis var. natto), Vino (Leuconostoc oenos), Sake (Leuconostoc mesenteroides), Polimixina
(Bacillus polymyxa), Colistina (Bacillus colistrium), Bacitracina (Bacillus licheniformis), é&cido L-Glutamico
(Brevibacterium lactofermentum, Microbacterium ammoniaphilum) y acetona y butanol (Colstridium acetobutylicum,
Clostridium saccharoperbutylacetonicum).

Las bacterias preferidas son S. themophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus y/o L. acidophilus.

A modo de ejemplo adicional, los bacteriéfagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteriéfagos capaces de
infectar una bacteria que comprende uno o mas loci CRISPR heterdlogos. La bacteria puede comprender uno o mas
loci CRISPR homélogos, uno o0 méas genes cas heterélogos, una o mas repeticiones CRISPR heterdlogas y/o uno o
mas espaciadores CRISPR heterdlogos.

Los bacteriéfagos pueden incluir, pero no se limitan a, bacteri6fagos que pertenecen a cualquiera de las siguientes
familias de virus: Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae, Microvindae, Myoviridae, Podoviridae,
Siphoviridae o Tectiviridae.

Para causar infeccion por bacteriéfago de las células, se “infecta” una célula cuando se inyecta o transfiere su acido
nucleico en la célula, con el 4cido nucleico del fago que existe independientemente del genoma de la célula. La
infeccion puede conducir a la expresion (transcripcion y traduccion) del acido nucleico del bacteriéfago dentro de la
célula y la continuacién del ciclo de vida del bacteriéfago. En el caso de bacteri6fago recombinante, también se
pueden expresar secuencias recombinantes dentro del genoma del fago, tal como los &cido nucleico informadores.

Se ha encontrado que las secuencias espaciador CRISPR en procariotas tienen con frecuencia similitudes
significantes a una diversidad de moléculas ADN, tales como elementos genéticos (incluyendo, pero no limitado a,
cromosomas, bacteriéfagos, plasmidos conjugativos). Curiosamente, las células que llevan estos espaciadores
CRISPR son incapaces de ser infectados por moléculas de ADN que contienen secuencias homélogas a los
espaciadores (Mojica et al. 2005).

En el contexto de la presente invencion, uno o mas seudo espaciadores particulares derivables o derivados a partir
del ADN del bacteriéfago o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homologo(s) a los uno o mas
seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) afadir dentro de un locus CRISPR de una célula, tal como una célula
receptora, para modular (por ejemplo, proporcionar) resistencia frente a un bacteriéfago particular, previniendo asi
sustancialmente el ataque de fago.

Generalmente, las regiones particulares dentro del genoma de fago se pueden dirigir para preparar los seudo
espaciadores, tales como genes que codifican proteinas de especificidad a hospedante, que proporcionan
reconocimiento particular fago-hospedante, tal como helicasas, primasa, proteinas estructurales de cabeza o cola,
proteinas con un dominio conservado (por ejemplo, holin, lisina y otras) o secuencias conservadas entre genes
importantes de fago.

Cualquier acido nucleico que se origina a partir del genoma de fago puede conferir inmunidad frente al fago cuando
se inserta, por ejemplo, entre dos repeticiones en un locus CRISPR activo. La inmunidad puede ser mas “eficiente”
si el espaciador CRISPR corresponde a una secuencia interna de un gen fago, e incluso mas “eficiente” cuando este
gen codifica proteinas “esenciales” (por ejemplo, el antireceptor).
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Por consiguiente, en un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para conferir resistencia a una célula
(adecuadamente, una célula bacteriana) frente a un bacteriéfago que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno
0 més seudo espaciadores CRISPR a partir de al menos un bacteriéfago; (b) identificar una o mas combinaciones
funcionales repeticion CRISPR-cas en al menos una célula que es sustancialmente sensible al bacteriéfago; y (c)
modificar por ingenieria los uno o mas loci CRISPR en la célula sustancialmente sensible de modo que comprenda
uno o mas seudo espaciadores CRISPR a partir de un bacteriéfago o uno o mas espaciador(es) CRISPR que es/son
complementario(s) u homologo(s) a los uno o mas seudo espaciador(es) CRISPR para volver a la célula resistente.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para conferir resistencia a una célula (adecuadamente, una
célula bacteriana) frente a un bacteriéfago que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno o mas seudo
espaciadores CRISPR a partir de al menos un bacteriéfago; (b) identificar una o mas combinaciones funcionales
repeticion CRISPR-cas en al menos una célula que es sustancialmente sensible al bacteriéfago; y (c) insertar uno o
mas seudo espaciadores CRISPR a partir del bacteri6fago o uno o méas espaciador(es) CRISPR que es/son
complementario(s) u homologo(s) a los uno o més seudo espaciador(es) CRISPR en la célula sustancialmente
sensible de modo que la célula se vuelva sustancialmente resistente al bacteriéfago.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular el lisotipo de una célula que comprende las
etapas de: (a) proporcionar uno o mas seudo espaciadores CRISPR a partir de al menos un bacteriéfago; (b)
identificar una o mas combinaciones funcionales repeticion CRISPR-cas en al menos una célula que es
sustancialmente sensible al bacteriéfago; y (c) modificar por ingenieria a los uno o mas loci CRISPR en la célula
sustancialmente sensible de modo que comprenda uno o méas seudo espaciadores de un bacteriéfago o uno o mas
espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homélogo(s) a los uno o méas seudo espaciador(es)
CRISPR.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular el lisotipo de una célula que comprende las
etapas de: (a) proporcionar uno o mas seudo espaciadores CRISPR a partir de al menos un bacteriéfago; (b)
identificar una o mas combinaciones funcionales repeticion CRISPR-cas en al menos una célula que es
sustancialmente sensible al bacteridfago; e (c) insertar uno o mas seudo espaciadores de un bacteriéfago o uno o
mas espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homdlogo(s) al uno o méas seudo espaciador(es)
CRISPR en la célula sustancialmente sensible.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para conferir resistencia a una célula (adecuadamente, una
célula bacteriana) frente a un bacteriéfago que comprende las etapas de: (i) identificar un seudo espaciador CRISPR
en un bacteriéfago que comprenda un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo frente al cual
se modula la resistencia; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula de modo que el espaciador
CRISPER de la célula tenga homologia al seudo espaciador CRISPR del bacteriéfago que comprende el &cido
nucleico diana.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para conferir resistencia a una célula (adecuadamente, una
célula bacteriana) frente a un bacteriéfago que comprende las etapas de: (i) identificar un seudo espaciador CRISPR
en un bacteri6fago que comprenda un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo frente al cual
se modula la resistencia; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula de modo que el espaciador
CRISPR de la célula tenga 100% de homologia o identidad al seudo espaciador CRISPR del bacteriéfago que
comprende el &cido nucleico diana.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular el lisotipo de una célula bacteriana que
comprende las etapas de: comprende las etapas de: (i) identificar un seudo espaciador CRISPR en un bacteriéfago
gue comprenda un &cido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo frente al cual se modula la
resistencia; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula de modo que el espaciador CRISPR de
la célula tenga homologia al seudo espaciador CRISPR del bacteriéfago que comprende el acido nucleico diana.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular el lisotipo de una célula bacteriana que
comprende las etapas: (i) identificar un seudo espaciador CRISPR en un bacteri6fago que comprenda un acido
nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo frente al cual se modula la resistencia; y (i) modificar la
secuencia del espaciador CRISPR de la célula de modo que el espaciador CRISPR de la célula tenga 100% de
homologia o identidad al seudo espaciador CRISPR del bacteriéfago que comprende el &cido nucleico diana.

Adecuadamente, el espaciador CRISPR de la célula bacteriana tendra 100% de homologia o identidad a una
secuencia, tal como un seudo espaciador CRISPR, en el bacteriéfago que comprende el acido nucleico diana.

Adecuadamente, el espaciador CRISPR de la célula bacteriana formara una parte componente de un locus CRISPR
que comprende una combinacién funcional repeticion CRISPR-cas tal como se describe en la presente memoria.

Adecuadamente, el acido nucleico diana o un producto de transcripcién del mismo en el bacteriéfago es una
secuencia de acido nucleico altamente conservada.
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Adecuadamente, el acido nucleico diana o producto de transcripcién del mismo en el bacteriéfago es un gen que
codifica una proteina de especificidad a hospedante.

Adecuadamente, el acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo en el bacteriéfago codifica una
enzima que es esencial para la supervivencia, replicacion o crecimiento del bacteri6fago.

Adecuadamente, el acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo en el bacteriéfago codifica una
helicasa, una primasa, una proteina estructural de cabeza o cola, o una proteina con un dominio conservado (por
ejemplo, holin, lisina y otras).

Ventajosamente, las células bacterianas se pueden preparar de acuerdo con la presente invencion que tiene una
“susceptibilidad reducida a la multiplicacion o infeccién del bacteriéfago”. Tal como se usa en la presente memoria,
este término se refiere a la bacteria que tiene una baja o no susceptibilidad a la multiplicaciéon o infeccion del
bacteriéfago si se compara con la bacteria de tipo natural si se cultiva, en por ejemplo, un medio lacteo.

En una realizacion, el término “baja susceptibilidad a multiplicacién de bacteriéfago” se refiere al nivel de
multiplicacion del bacteriéfago en una bacteria que esta por debajo de un nivel, lo cual causara un efecto perjudicial
a un cultivo en un periodo de tiempo dado. Dichos efectos perjudiciales sobre un cultivo incluyen, pero no se limitan
a, no coagulacién de la leche durante la produccion de productos de leche fermentada (tales como yogurt o queso),
bajada inadecuada o lenta del pH durante la produccién de productos de leche fermentada (tales como yogurt o
gueso), maduracion lenta de queso y deterioro de una textura de alimento al punto de ser poco apetitoso o
inadecuado para el consumo humano.

Para un conjunto equivalente de condiciones de cultivo la susceptibilidad hacia un bacteriéfago de una bacteria de la
presente invencion es, en comparacion con la bacteria tipo natural, 100 veces inferior (eficiencia de formacion de
placa [EOP, del Inglés “Efficency of plaquin%”]=10"2), preferiblemente 1.000 veces inferior (EOP=1O'3),
preferiblemente 10.000 veces inferior (EOP=10"), mas preferiblemente 100.000 veces inferior (EOP=10'5).
Preferiblemente, el nivel de multiplicacion de bacteriéfago en un cultivo se mide después de aproximadamente 14
horas de incubacion del cultivo, mas preferiblemente después de aproximadamente 12 horas, méas preferiblemente
después de aproximadamente 7 horas, mas preferiblemente después de aproximadamente 6 horas, mas
preferiblemente después de aproximadamente 5 horas y mas preferiblemente después de aproximadamente 4
horas.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para conferir sensibilidad a una célula (preferiblemente,
una célula bacteriana) frente a un bacteriéfago que comprende las etapas de: (a) proporcionar un seudo espaciador
CRISPR a partir de al menos un bacteriéfago; (b) identificar una 0 mas combinaciones funcionales repeticion
CRISPR-cas en una célula que es sustancialmente resistente al bacteriéfago; y (¢) modificar por ingenieria los uno o
mas loci CRISPR en la célula sustancialmente sensible de modo que comprendan uno o méas seudo espaciadores
CRISPR o0 uno o mas espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homologo(s) a los uno o mas seudo
espaciador(es) CRISPR que tienen un grado reducido de homologia en comparacion con los uno o mas loci CRISPR
en la célula sustancialmente resistente.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, reducir) el lisotipo de una célula
(preferiblemente una célula bacteriana), que comprende uno o mas genes cas O proteinas y una o mas,
preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR que comprenden las etapas de: (i) identificar un seudo espaciador
CRISPR en un bacteriéfago frente al cual se modula la resistencia; y (ii) modificar la secuencia del espaciador
CRISPR de la célula de modo que el espaciador CRISPR de la célula tenga un grado reducido de homologia al
seudo espaciador CRISPR del bacteriéfago que comprende el &cido nucleico diana.

En incluso un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, reducir o disminuir) la
resistencia de una célula bacteriana que comprende uno o mas genes cas o proteinas y una o mas, preferiblemente,
dos 0 mas repeticiones CRISPR frente a un bacteriéfago que comprende las etapas de: (i) identificar uno o0 mas
seudo espaciadores CRISPR en un bacteriéfago frente al cual se modula la resistencia; (ii) identificar un espaciador
CRISPR en la célula bacteriana en la cual se modula la resistencia que es homdlogo a el(los) seudo espaciador(es)
CRISPR; y (iii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR en la célula bacteriana en la cual la resistencia se
modula de modo que el espaciador CRISPR tenga un grado inferior de homologia a seudo espaciador(es) CRISPR
del bacteriéfago frente al cual se modula la resistencia.

Adecuadamente, el espaciador CRISPR de la célula tendra un grado reducido de homologia, tal como una reduccion
del 1, 2, 3,4,5,6, 7,8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 6 95% en homologia en
comparacion con el(los) seudo espaciador(es) CRISPR de bacteriéfago frente a los cuales se modula la resistencia.

Por lo tanto las células bacterianas se pueden preparar de acuerdo con la presente invencidon que tiene una
“susceptibilidad incrementada a la multiplicaciéon de bacteriéfago”. Tal como se usa en la presente memoria, este
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término se refiere a la bacteria que tiene una susceptibilidad incrementada o alta a la multiplicacion de bacteriéfago
cuando se compara con la bacteria de tipo natural cuando se cultiva, en por ejemplo, un medio lacteo.

En una realizacién, el término “alta susceptibilidad a la multiplicacién de bacteriéfago” se refiere al nivel de
multiplicacion de bacteriéfago en una bacteria que esta por encima de un nivel, el cual causaria un efecto perjudicial
a un cultivo en un periodo de tiempo dado. Tales efectos perjudiciales sobre un cultivo incluyen, pero no se limitan a,
no coagulacién de la leche durante la produccién de productos de leche fermentada (tales como yogurt o queso),
disminucion inadecuada o lenta del pH durante la produccion de los productos de leche fermentada (tal como yogurt
0 queso), maduracion lenta del queso y deterioro de una textura de alimento al punto de ser poco apetitoso o
inadecuado para el consumo humano. Para un conjunto equivalente de condiciones de cultivo la susceptibilidad
hacia un bacteriéfago de una bacteria de la presente invencién es, en comparacion con la bacteria tipo natural, 100
veces superior, 1.000 veces superior, 10.000 veces superior, o 100.000 veces superior (EOleO'S). El nivel de
multiplicacion de bacteriéfago en un cultivo se mide después de aproximadamente 14 horas de incubacion del
cultivo, mas preferiblemente después de aproximadamente 12 horas, mas preferiblemente después de
aproximadamente 7 horas, méas preferiblemente después de aproximadamente 6 horas, mas preferiblemente
después de aproximadamente 5 horas y en una realizacién altamente preferidas después de aproximadamente 4
horas.

Un espaciador CRISPR esta flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR
tiene al menos una repeticion CRISPR a cada lado.

Bacterias

En una realizacién adicional, la secuencia de &cido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo puede
ser o puede ser derivable (preferiblemente, derivada) a partir de una o més bacterias. Por consiguiente, se puede
modular la resistencia de una célula, por ejemplo una célula bacteriana, frente a bacterias o un componente de las
mismas.

La secuencia de nucledtidos diana puede ser o puede ser derivada a partir de un gen que es o esta asociado con la
resistencia a la transferencia de plasmido en bacterias. De acuerdo con esta realizacion de la presente invencion, se
modifican uno o méas espaciadores CRISPR en la célula de modo que el espaciador CRISPR de la célula tiene
homologia al espaciador CRISPR y/o seudo espaciador CRISPR contenido en el ADN plasmido de la célula
bacteriana para asi proporcionar resistencia frente a el(los) pladsmido(s) particular(es), previniendo asi la
transferencia de ADN exdgeno en la célula. Especificamente, se pueden dirigir regiones particulares dentro del ADN
pldsmido para proporcionar inmunidad frente a ADN plasmido, tales como las secuencias dentro de origen de
replicacién de los plasmidos o secuencias dentro de los genes que codifican las proteinas de replicacion.

Por tanto, de acuerdo con este aspecto, el método comprende las etapas de: (i) identificar un espaciador CRISPR
y/o seudo espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir del ADN plasmido de una célula
bacteriana frente al cual se modula la resistencia; (ii) modificar la secuencia de un espaciador CRISPR en la célula
en la cual se modula la resistencia de modo que el espaciador CRISPR de la célula tenga homologia al espaciador
CRISPR y/o seudo espaciador CRISPR contenido en el ADN plasmido de la célula bacteriana.

En aun un aspecto adicional, se ha proporcionado un método adicional para conferir resistencia a una célula frente a
la transferencia de plasmido que comprende las etapas de: (a) identificar un espaciador CRISPR y/o seudo
espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir del ADN plasmido; (b) identificar una o mas
combinaciones funcionales repeticion CRISPR-gen cas en una célula que es sustancialmente sensible al plasmido; y
(c) modificar por ingenieria los uno o mas loci CRISPR en la célula sustancialmente sensible de modo que
comprendan uno o mas espaciadores CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR a partir del plasmido para volver a
la célula resistente.

La secuencia de nucledtidos diana puede ser o puede ser derivada a partir de un gen que es o esta asociado con la
resistencia a uno o mas elementos genéticos mdviles. Los espaciadores CRISPR particulares y/o seudo
espaciadores CRISPR derivables (preferiblemente, derivados) a partir de uno o mas elementos genéticos méviles se
pueden afiadir dentro un locus CRISPER de una célula para proporcionar resistencia frente a elementos genéticos
moviles, tales como elementos transponibles y secuencias de insercion, previniendo asi la transferencia de ADN
exogeno y la deriva genética. Especificamente, las regiones particulares dentro de los transposones y las
secuencias de insercién se pueden dirigir para proporcionar inmunidad frente a elementos genéticos mdviles. Por
ejemplo, las dianas pueden incluir transposones conjugativos (Tn916, transposones clase Il (Tn501), secuencias de
inserciones (IS26) o genes transposasa.

Por tanto, de acuerdo con este aspecto, el método comprende las etapas de: (i) identificar un espaciador CRISPR
ylo seudo espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir de uno o mas elementos genéticos
moviles de una célula frente al cual se modula la resistencia; y (i) modificar la secuencia de un espaciador CRISPR
en una célula en la cual se modula la resistencia de modo que el espaciador CRISPR y/o seudo espaciador CRISPR
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de la célula tenga homologia al espaciador CRISPR contenido en el(los) elemento(s) genético(s) moviles de la
célula.

En adn un aspecto adicional, se ha proporcionado un método adicional para conferir resistencia a una célula frente a
uno o0 mas elementos genéticos moviles que comprenden las etapas de: (a) identificar un espaciador CRISPR y/o
seudo espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir de uno o0 mas elementos genéticos moviles;
(b) identificar una o mas combinaciones funcionales repeticion CRISPR-cas en una célula que es sustancialmente
sensible a los uno 0 mas elementos genéticos méviles; y (c) modificar por ingenieria los uno o0 mas loci CRISPR en
la célula sustancialmente sensible de modo que comprendan o tengan homologia a uno o mas espaciadores
CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR a partir de los uno o mas elementos genéticos maviles para volver a la
célula resistente.

La secuencia de nucledtidos diana puede ser o puede ser derivada a partir de un gen que es o esta asociado con la
resistencia a antibioticos. Por “antibidtico” se entiende una composiciéon quimica o resto que disminuye la viabilidad o
que inhibe el crecimiento o reproduccion de microbios. Los genes de resistencia a antibiético incluyen, pero no se
limitan a blawem, blaron, blash, aadB, aacCl, aacC2, aacC3, aacA4, mecA, vanA, vanH, vanX, satA, aacA-aphH, vat,
vga, msrA sul y/o int. Los genes de resistencia a antibiético incluyen aquellos que son o son derivables
(preferiblemente, derivados) a partir de especies bacterianas que incluyen pero no se limitan a los géneros
Escheriehia, Klebsiella, Pseudomonas, Proteus, Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Haemophilus y
Moraxella. Los genes de resistencia a antibiético también incluyen aquellos que son o son derivables
(preferiblemente, derivados) a partir de especies bacterianas que incluyen pero no se limitan a Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus
pyogenes, Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis.

Se pueden afiadir espaciadores CRISPR particulares y/o seudo espaciadores CRISPR derivables (preferiblemente,
derivados) a partir de genes que codifican resistencia a antibiético dentro de un locus CRISPR de una célula, tal
como una célula receptora, para prevenir la transferencia de genes que confieren resistencia a antibiéticos en la
célula, reduciendo asi el riesgo de adquirir marcadores de resistencia a antibiético. A modo de ejemplo, las dianas
también pueden incluir vanR, (un gen que confiere resistencia a vancomicina), o tetR, un gen que confiere
resistencia a tetraciclina, o dirige inhibidores beta lactamasa.

Por tanto, de acuerdo con este aspecto, el método comprende las etapas de: (i) identificar uno 0 méas espaciadores
CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR derivables (preferiblemente derivados) a partir de una célula que
comprenda uno 0 mas genes 0 marcadores de resistencia a antibiotico; y (ii) modificar la secuencia del espaciador
CRISPR en una célula que no comprende o no expresa los genes o marcadores de resistencia a antibiotico de modo
qgue el espaciador CRISPR de la célula tenga homologia a los uno o mas espaciadores CRISPR y/o seudo
espaciadores CRISPR contenidos en la célula que comprende uno o mas genes o marcadores de resistencia a
antibidticos.

En adn un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular la adquisicibn de marcadores de
resistencia a antibiético en una célula que comprende las etapas de: (a) identificar uno o mas espaciadores CRISPR
y/o seudo espaciadores CRISPR derivables (preferiblemente, derivados) a partir de una célula que comprende uno o
mas genes 0 marcadores de resistencia a antibiético; (b) identificar uno o mas loci CRISPR en una célula que no
comprenden o no expresan los genes o marcadores de resistencia a antibiético; y (c) modificar la secuencia del
espaciador CRISPR en la célula que no comprende o no expresa los genes o marcadores de resistencia a
antibiético de modo que el espaciador CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR tenga homologia al espaciador
CRISPR contenido en la célula resistente a la transferencia de genes que confieren resistencia a uno o mas
antibidticos.

La secuencia de nucleétidos diana puede ser o puede ser derivada de un gen que es 0 esta asociado con los genes
que codifican los factores de virulencia. Los espaciadores CRISPR particulares y/o seudo espaciadores CRISPR
derivables (preferiblemente, derivados) a partir de genes que codifican factores de virulencia se pueden afiadir
dentro de un locus CRISPR de bacteria para proporcionar resistencia frente a la transferencia de genes que
confieren virulencia en la bacteria. Por ejemplo, se pueden dirigir los factores que cominmente contribuyen a la
virulencia en los patdgenos microbianos, tales como toxinas, internalinas y hemolisinas.

Por tanto, de acuerdo con este aspecto, el método comprende las etapas de: (i) identificar uno o mas espaciadores
CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR derivables (preferiblemente, derivados) a partir de una célula que
comprende uno o mas factores de virulencia; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR en una célula que
no comprende o no expresa el(los) factor(es) o marcador(es) de virulencia de modo que el espaciador CRISPR de la
célula tenga homologia a los uno o mas espaciadores CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPER contenidos en la
célula que comprende uno o0 mas factores de virulencia.
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En aun un aspecto adicional, se ha proporcionado un método adicional para conferir resistencia a una célula frente a
uno o mas factor(es) o marcador(es) de virulencia que comprende las etapas de: (a) identificar un espaciador
CRISPR y/o seudo espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir de uno o mas factor(es) o
marcador(es) de virulencia; (b) identificar una 0 mas combinaciones funcionales repeticion CRISPR-cas en una
célula que es sustancialmente sensible a los uno o mas factor(es) o marcador(es) de virulencia; y (c) modificar por
ingenieria los uno o mas loci CRISPR en la célula sustancialmente sensible de modo que comprendan uno o mas
espaciadores CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR a partir de los uno o mas factor(es) o marcador(es) de
virulencia; para volver a la célula resistente.

Un espaciador CRISPR esta flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR
tiene al menos una repeticion CRISPR a cada lado.

Modificacién

Las secuencias de acido nucleico se pueden modificar por modificacion por ingenieria genética secuencias de acido
nucleico.

Se puede modificar toda o parte de una secuencia de &cido nucleico.

Se puede modificar toda o parte de uno o mas espaciadores CRISPR, genes cas o proteinas, repeticiones CRISPR
o loci CRISPR.

Se pueden modificar espaciadores CRISPR, genes cas o proteinas, repeticiones CRISPR o loci CRISPR
recombinantes.

Se pueden modificar espaciadores CRISPR, genes cas o proteinas, repeticiones CRISPR o loci CRISPR que se dan
de manera natural.

Se pueden modificar genes cas o proteinas y repeticiones CRISPR que se dan conjuntamente de manera natural.

La ingenieria genética se puede mediar usando diversos métodos que se conocen en la técnica y generalmente
incluirdn métodos bien conocidos, tales como amplificacion por PCR, clonacién y mutagénesis dirigida a sitio. Las
mutaciones se pueden introducir usando oligonucleétidos sintéticos. Estos oligonucleétidos contienen secuencias de
nucleétidos que flanquean los sitios de mutacion deseados. Un método adecuado estéd descrito en Morinaga et al.,
(Biotechnology (1984) 2, p646-649). Otro método de introduccion de mutaciones en secuencias de nucleétidos
codificadores de enzima esta descrito en Nelson y Long (“Analytical Biochemistry" (1989), 180, p147-151). Un
método adicional esta descrito en Sarkar y Sommer (Biotechniques (1990), 8, p404-407-“The megaprimer method of
site directed mutagenesis”). Los kits comercialmente disponibles ahora también estan ampliamente disponibles para
realizar mutagénesis dirigida a sitio. Los métodos de ingenieria genética estan descritos en detalle en J. Sambrook,
E. F. Fritsch, y T. Maniatis, 1989, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Segunda Edicién, Libros 1-3, Cold
Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 y suplementos periédicos; “Current Protocols in
Molecular Biology”, ch. 9, 13 y 16, John Wiley & Sons, New York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996, “ADN
Isolation and Sequencing: Essential Techniques”, John Wiley & Sons; M. J. Gait (Editor), 1984, “Oligonucleotide
Synthesis: A Practical Approach”. Irl Press; y D. M. J. Lilley y J. E. Dahlberg, 1992, “Methods of Enzymology DNA
Structure Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology”, Academic Press.

La etapa de ingenieria genética incluso puede incluir métodos tales como recombinacion homoéloga que puede ser
particularmente Gtil cuando, por ejemplo, los espaciadores CRISPR estan siendo insertados o sometidos a delecién.

La etapa de ingenieria genética incluso puede incluir la activaciéon de una o méas secuencias de acido nucleico, tales
como un loci CRISPR, repeticiones CRISPR, espaciadores CRISPR, genes cas 0 proteinas, combinaciones
funcionales de genes cas o proteinas y repeticiones CRISPR o incluso combinaciones de las mismas.

Adecuadamente, se pueden insertar uno o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en al menos
un locus CRISPR.

En una realizacion, la modificacion no interrumpe uno o mas genes cas del al menos un locus CRISPR. En otra
realizacién, los uno 0 mas genes cas se mantienen intactos.

En una realizacion, la modificacién no interrumpe una o mas repeticiones CRISPR de al menos un locus CRISPR.
En una realizacion, las una o mas repeticiones CRISPR se mantienen intactas.

Adecuadamente, se pueden insertar uno o0 mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en o dentro
de al menos un locus CRISPR.
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Adecuadamente, se pueden insertar uno o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en el extremo
5’ de al menos un locus CRISPR.

En una realizacién, la modificacién comprende insertar al menos un espaciador CRISPER o seudo espaciadores
CRISPR en una célula, tal como una célula receptora. En otra realizacién, la modificacién comprende insertar uno o
mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en (por ejemplo, modificar o reemplazar) uno o mas
espaciadores CRISPR de una célula, tal como una célula receptora.

En una realizacion, la modificacion comprende insertar al menos un espaciador CRISPR o seudo espaciador
CRISPR de un organismo, tal como un organismo donante, en la célula. En otra realizacion, la modificacion
comprende insertar uno o0 mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo, tal como un
organismo donante, en (por ejemplo, para modificar o reemplazar) uno o mas espaciadores CRISPR o seudo
espaciadores CRISPR de una célula.

En una realizacion, se insertan (por ejemplo, para modificar o reemplazar) uno o mas espaciadores CRISPR o seudo
espaciadores CRISPR, tal como uno 0 mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo,
tal como un organismo donante, en uno o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de la célula.

En una realizacion, se insertan (por ejemplo, para modificar o reemplazar) uno o mas espaciadores CRISPR o seudo
espaciadores CRISPR, tal como uno o més espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo,
tal como un organismo donante, en una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR de la célula. En
esta realizacion de la invencion, se prefiere que al menos una combinacién funcional repeticion CRISPR-cas se
mantenga intacta en la célula.

En una realizacion, se insertan (por ejemplo, para modificar o reemplazar) uno o mas espaciadores CRISPR o seudo
espaciadores CRISPR, tal como uno 0 mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo,
tal como un organismo donante, en los mismos o diferentes espaciadores CRISPR de la célula.

En una realizacion, se insertan (por ejemplo, para modificar o reemplazar) uno o mas espaciadores CRISPR o seudo
espaciadores CRISPR, tal como uno o més espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo,
tal como un organismo donante, adyacente a uno o méas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de la
célula.

En el contexto de la presente invencion, el término “adyacente” quiere decir “préoximo a” en su sentido mas amplio e
incluye “directamente adyacente”. Por tanto, en una realizacion, uno o mas espaciadores CRISPR o seudo
espaciadores CRISPR de un organismo se pueden insertar “directamente adyacente” a uno o mas espaciadores
CRISPR 0 seudo espaciadores CRISPR de la célula, es decir, (el)los espaciador(es) CRISPR o seudo
espaciador(es) CRISPR se inserta(n) de modo que no hay nucleétidos intermedios entre los espaciadores.

En otra realizacion, el(los) espaciador(es) CRISPER o seudo espaciador(es) CRISPR se insertan de modo que hay
almenos 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 10.000, 100.000 o incluso 1.000.000 o méas nucleétidos intermedios entre los
espaciadores.

En otra realizacién, el nucleédtido intermedio se puede denominar una secuencia lider. Estos términos se usan
intercambiablemente en la presente memoria. La secuencia lider puede ser de una longitud diferente en bacterias
diferentes. Adecuadamente, la secuencia lider es al menos 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, 100, 200, 300, 400 6 500 o mas nucledtidos de longitud. Adecuadamente, la secuencia lider esta entre el Ultimo
gen cas (en el extremo 3’) y la primera repeticiéon CRISPR (en el extremo 5’) del locus CRISPR.

En una realizacion, la secuencia lider puede ser entre aproximadamente 20-500 nucleétidos de longitud.

En una realizacion, se insertan uno o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como uno o
mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacente a una 0 mas,
preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR de la célula.

En otra realizacion, se insertan uno o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como uno o
mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacente a uno 0 mas genes
cas de la célula.

En otra realizacion, se insertan uno o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como uno o
mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacente a los mismos o
diferentes espaciadores de la célula receptora.
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En otra realizacion, se insertan uno o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como uno o
mas espaciadores CRISPR o0 seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacente a las mismas o
diferentes repeticiones CRISPR de la célula.

En otra realizacién, se insertan uno o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como uno o
mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacente a los mismos o
diferentes genes cas de la célula receptora.

En otra realizacion, se insertan dos o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como dos o
mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacentes cada uno a los
mismos o diferentes espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR y/o repeticiones CRISPR y/o genes cas
de la célula receptora.

En otra realizacién, se modifica la secuencia del espaciador CRISPR, tal como uno o mas espaciadores CRISPR de
un organismo donante, de la célula receptora de modo que el espaciador CRISPR tiene homologia al espaciador
CRISPR del organismo donante.

En otra realizacion, se modifica la secuencia del espaciador de la célula de modo que tiene homologia al espaciador
CRISPR o seudo espaciador CRISPR del organismo.

En una realizacion, el espaciador CRISPR tiene 100% de homologia al espaciador CRISPR del organismo donante.

El(los) espaciador(es) CRISPR o seudo espaciadores CRISPR puede(n) comprender ADN o ARN de origen
gendmico, sintético o recombinante.

El(los) espaciador(es) CRISPR o seudo espaciadores CRISPR puede(n) ser de doble cadena o cadena sencilla si se
representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones de las mismas.

El(los) espaciador(es) CRISPR o seudo espaciadores CRISPR se puede(n) preparar mediante el uso de técnicas de
ADN recombinante (por ejemplo, ADN recombinante), tal como se ha descrito en la presente memoria.

La modificacién puede comprender la insercién de uno o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR
de un organismo, tal como un organismo donante, que es sustancialmente resistente a un &cido nucleico diana o un
producto de transcripcion del mismo en uno o0 mas loci CRISPR de una célula sustancialmente sensible.

La modificacion puede comprender la insercién de uno o mas espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR
de un organismo, tal como un organismo donante, que es sustancialmente resistente a un acido nucleico diana o un
producto de transcripcién del mismo en (por ejemplo, entre) una combinacién funcional de al menos dos repeticiones
CRISPR y al menos un gen cas en una célula sustancialmente sensible.

La modificacion puede incluso comprender la modificacién (por ejemplo, mutacion) del ADN de una célula (por
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN gendmico, de modo que uno se crean 0 mas genes
cas en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, los genes cas se pueden clonar en una construccion, un
plasmido o un vector y similares que, a continuacion, se transforma en la célula, usando métodos tales como los
descritos en la presente memoria.

La modificacion puede incluso comprender la modificacién (por ejemplo, mutacion) del ADN de una célula (por
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN genomico, de modo que se crean una 0 mas,
preferiblemente, dos o més repeticiones CRISPR en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, las
repeticiones CRISPR se pueden clonar en una construccién, un plasmido o un vector y similares que, a
continuacion, se transforma en la célula, usando métodos tales como los descritos en la presente memoria.

La modificacion puede incluso comprender la modificacion (por ejemplo, mutacion) del ADN de una célula (por
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN gendmico, de modo que se crean una 0 mas
combinaciones funcionales cas-repeticion CRISPR en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, las
combinaciones funcionales cas-repeticion CRISPR se pueden clonar en una construccion, un plasmido o un vector y
similares que, a continuacién, se transforma en la célula, usando métodos tales como los descritos en la presente
memoria.

La modificacion puede incluso comprender la modificacién (por ejemplo, mutacion) del ADN de una célula (por
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plasmido o ADN gendmico, de modo que se crean uno 0 mas
espaciadores CRISPR en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, los espaciadores CRISPR se pueden
clonar en una construccién, un plasmido o un vector y similares que, a continuacion, se transforma en la célula,
usando métodos tales como los descritos en la presente memoria.
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En una realizacion, un espaciador CRISPR esta flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un
espaciador CRISPR tiene al menos una repeticion CRISPR a cada lado.

Adecuadamente, la modificacion comprende la insercion de uno o mas espaciadores CRISPR (por ejemplo,
espaciadores CRISPR heter6logos) en las inmediaciones de (por ejemplo, adyacente a, adecuadamente,
directamente adyacente a) uno o mas genes cas y/o secuencia lider. Adecuadamente, de acuerdo con esta
realizacién de la presente invencion, la organizacion del locus CRISPR que se da de manera natural se mantiene
después de la insercién de los uno o mas espaciadores CRISPR.

Grupo (“Cluster”)

Sorprendentemente, se ha encontrado que no es posible intercambiar simplemente combinaciones repeticion
CRISPR-cas entre cualquier célula (por ejemplo, cualquier cepa, especie o género de células) puesto que se cree
que esto no necesariamente dara como resultado combinaciones funcionales repeticion CRISPR-cas.

Ademas, para que las combinacion(es) repeticion CRISPER-cas sean funcionales deberian ser compatibles. Por
consiguiente, se cree que no es posible cambiar genes cas o repeticiones CRISPR entre diferentes loci CRISPR al
menos que sean del mismo grupo.

Incluso més sorprendentemente es que los grupos no siguen la filogenia de “organismo”. Especificamente, dentro un
organismo, puede haber mas de un CRISPR. Estos CRISPR(s) pueden pertenecer a diferentes grupos, incluso
aunque estén presentes en el mismo organismo. Como consecuencia, se cree que una combinacion funcional
repeticion CRISPR-cas requiere que la combinacion se cambie dentro de un grupo en lugar de dentro de un
organismo.

Para evitar la duda, el término “grupo” tal como se usa en la presente memoria no se refiere a un grupo de genes
localizados en el mismo locus (generalmente formando un operén) sino al resultado a partir del andlisis de
comparacién de secuencia, tal como el andlisis de comparacion de secuencia multiple y/o alineamientos de
secuencia multiple y/o analisis de gréfico de puntos. Por consiguiente, el andlisis de grupo de loci CRISPR se puede
realizar usando diversos métodos que se conocen en la técnica, tal como el andlisis de grafico de puntos como se
ensefia a continuacion en la presente memoria por ejemplo o alineamiento mudltiple seguido de célculo de
dendrograma.

Ventajosamente, el uso de combinacion(es) repeticion CRISPR-cas que se da(n) conjuntamente de manera natural
mantiene el intercambio de la combinacién tanto dentro como entre una especie dada, haciendo de ese modo
posible modificar por ingenieria la resistencia de una cepa que usa la combinacion a partir de una cepa diferente.

El grupo puede ser una clase, una familia o un grupo de secuencias.
Determinar resistencia

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para determinar el perfil de resistencia de una célula frente
a un acido nucleico diana. Tal como se usa en la presente memoria, el término “perfil de resistencia” quiere decir que
una o mas entidades frente a las cuales la célula es sensible o resistente. Por consiguiente, el perfil de resistencia
de una célula puede ser que la célula sea resistente a un primer bacteriéfago, sensible a un segundo bacteriéfago,
resistente a un primer elemento genético movil y sensible a un primer gen de resistencia a antibiotico etc.

Se pueden detectar 0 secuenciar uno 0 mas genes cas o proteinas, y/o una o mas, preferiblemente, dos o mas
repeticiones CRISPR y/o uno o mas espaciadores CRISPR, etc. dentro de una célula para predecir/determinar el
probable perfil de resistencia de una célula particular.

Adecuadamente, se detectan o secuencian uno o mas espaciadores CRISPR dentro de una células para
predecir/determinar el probable perfil de resistencia de una célula particular.

Los métodos adecuados de deteccion pueden incluir PCR, hibridacion ADN-ADN (o hibridacion ADN-ARN, es decir,
usando sondas de ADN o ARN que podrian ser sintéticas, oligonucleétidos etiquetados, por ejemplo). También se
pueden usar micromatrices (“microarrays”) de ADN.

Se pueden detectar o secuenciar uno o mas combinaciones funcionales cas-repeticion CRISPR y/o uno o mas
espaciadores CRISPR dentro de una célula para predecir/determinar el probable perfil de resistencia de una célula
particular. A modo de ejemplo, es posible predecir/determinar el probable perfil de resistencia de una célula
bacteriana particular a uno 0 mas bacteriéfago que se puede usar como indicador de lisotipo para la seleccion
microbiana.
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Se pueden secuenciar uno 0 mas genes Cas y/o una o mas repeticiones CRISPR ademas de uno o mas
espaciadores CRISPR parar verificar la compatibilidad de la combinacién gen Cas-repeticion CRISPR o incluso
identificar nuevo pares de cas/repeticiones compatibles.

Célula receptora

Tal como se usa en la presente memoria, el término “célula receptora” se refiere a cualquier célula en la cual la
resistencia frente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo es modulada o es para ser
modulada.

En una realizacion, la célula receptora se refiere a cualquier célula que comprende el acido nucleico recombinante
de acuerdo con la presente invencién.

La célula receptora puede comprender una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR y uno 0 mas
genes cas o proteinas. Adecuadamente, las repeticiones CRISPR y los genes cas o proteinas forman una
combinacién funcional en la célula receptora, tal como se describe en la presente memoria.

La célula receptora puede comprender una o mas repeticiones CRISPR modificadas y/o uno o més genes cas o
proteinas modificados. Adecuadamente, las repeticiones CRISPR modificadas y/o los genes cas o proteinas
modificados forman una combinacion funcional en la célula receptora, tal como se describe en la presente memoria.

La célula receptora puede comprender una o mas repeticiones CRISPR modificadas por ingenieria genética y/o uno
0 mas genes cas o proteinas modificados por ingenieria genética. Adecuadamente, las repeticiones CRISPR
modificadas por ingenieria genética y/o los genes cas o proteinas modificados por ingenieria genética forman una
combinacion funcional en la célula receptora, tal como se describe en la presente memoria.

La célula receptora puede comprender una o mas repeticiones CRISPR recombinantes y/o uno o mas genes cas 0
proteinas recombinantes. Adecuadamente, las repeticiones CRISPR recombinantes y/o los genes cas o proteinas
recombinantes forman una combinacién funcional en la célula receptora, tal como se describe en la presente
memoria.

La célula receptora puede comprender uno o mas repeticiones CRISPR que se dan de manera natural y uno o mas
genes cas o proteinas que se dan de manera natural. Adecuadamente, la(s) repeticion(es) CRISPR y/o (el)los
gen(es) cas o proteinas forma(n) una combinacion funcional.

Por “se dan de manera natural” queremos decir que se dan de manera natural en la naturaleza.

La célula receptora puede incluso comprender combinaciones de una o mas repeticiones CRISPR modificadas,
modificadas por ingenieria genética, recombinantes o que se dan de manera natural y uno o mas genes cas 0
proteinas modificados, modificados por ingenieria genética, recombinantes o que se dan de manera natural.
Adecuadamente, a los uno o mas espaciador(es) CRISPR modificados, modificados por ingenieria genética,
recombinantes o que se da(n) de manera natural o los uno o més genes cas o proteinas modificados, modificados
por ingenieria genética, recombinantes o que se dan de manera natural forman una combinacion funcional.

Adecuadamente, la célula receptora es una célula procariota.

Adecuadamente, la célula receptora es una célula bacteriana. Las células bacterianas adecuadas estan descritas en
la presente memoria.

La célula bacteriana se puede seleccionar entre una especie de bacterias de acido lactico, una especie de
Bifidobacterium, una especie de Brevibacterium, una especie de Propionibacterium, una especie de Lactococcus,
una especie de Streptococcus, una especie de Lactobacillus incluyendo las especies de Enterococcus, especies de
Pediococcus, una especie de Leuconostoc y especies de Oenococcus.

Las especies adecuadas incluyen, pero no se limitan a Lactococcus lactis, incluyendo Lactococcus lactis subsp.
lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc sp., Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus
helveticus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei.

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la fermentacién de carne
(incluyendo, ternera, cerdo y aves de corral) incluyendo, pero no limitada a, bacterias de acido lactico, Pediococcus
cerevisae, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, especies de Micrococcus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus
curvatus, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus xylosus y Staphylococcus vitulinus y mezclas de las mismas
(Food Biotechnology, 538-39 (D. Knorr Ed. 1987); C. Pederson, “Microbiology of Fermented Foods”, 210-34 (2° Ed.
1979); documento US 2.225.783).
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La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la fermentacion de
vegetales (por ejemplo, zanahorias, pepinos, tomates, pimientos y repollo) incluyendo, pero no limitada a,
Lactobacillus plantatum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus pentosaceus y mezclas de
las mismas (Food Biotechnology, 540 (D. Knorr Ed. 1987); C. Pederson, “Microbiology of Fermented Foods”, 153-
209 (2° Ed. 1979); documentos US 3.024.116; US 3.403.032; US 3.932.674; y 3.897.307).

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la fermentacion de pasta
formada a partir de cereales (por ejemplo, trigo, centeno, arroz, avenas, cebada y maiz).

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la producciéon de vino.
Generalmente, esto se alcanza mediante la fermentacién de zumo de fruta, generalmente zumo de uva.

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la fermentacién de leche
para producir queso, tal como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Streptococcus
thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis, Bifidobacteria y Enterococci etc y mezclas de las mismas (Food Biotechnology, 530 (D. Knorr
Ed. 1987); C. Pederson, “Microbiology of Fermented Foods”, 135-51 (2° Ed. 1979)).

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la fermentacion de leche
para producir queso, tal como Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermophilus,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar,
Lactococci, Bifidobacteria y Enterococci etc y mezclas de las mismas (Food Biotechnology, 530 (D. knorr Ed. 1987);
C. Pederson, Microbiology of Fermented Foods, 135-51 (2° ed. 1979)). La célula en la cual se modula la resistencia
puede ser una célula bacteriana usada para la fermentacion de huevo, tal como Pediococcus pentosaceus,
Lactobacillus plantarum y mezclas de las mismas (Food Biotechnology, 538-39 (D. Knorr Ed. 1987)).

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una bacteria que comprende de manera natural uno o mas
loci CRISPR. Los loci CRISPER se han identificado en mas de 40 procariotas (Jansen et al. 2002b; Mojica et al.,
2005; Haft et al., 2005) incluyendo, pero no limitadas a Aeropyrum, Pyrobaculum, Sulfolobus, Archaeoglobus,
Halocarcula, Methanobacterium, Methanococcus, Methanosarcina, Methanopyrus, Pyrococcus, Picrophilus,
Thermoplasma, Corynebacterium, Mycobacterium, Streptomyces, Aquifex, Porphyromonas, Chlorobium, Thermus,
Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Clostridium, Thermoanaerobacter, Mycoplasma, Fusobacterium, Azarcus,
Chromobacterium, Neisseria, Nitrosomas, Desulfovibrio, Geobacter, Myxococcus, Campylobacter, Wolinella,
Acinetobacter, Erwinia, Escherichia, Legionella, Methylococcus, Pasteurella, Photobacterium, Salmonella,
Xanthamonas, Yersinia, Treponema y Thermotoga.

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una bacteria para usarse en composiciones cosméticas o
farmacéuticas. Tales composiciones pueden comprender un cultivo microbiano y/o bacteria etiquetada y/o un cultivo
celular de acuerdo con la presente invencion. Por tanto, el cultivo microbiano y/o bacteria etiquetada y/o un cultivo
celular de acuerdo con la presente invencion pueden ser compatibles en cosméticos o en farmacia o en terapia.

Organismo donante

En una realizacién, el término “organismo donante” se refiere a un organismo o célula a partir del cual la repeticion
CRISPR y/o gen cas y/o combinacion(es) de los mismos y/o espaciadores CRISPR son derivables (preferiblemente,
derivados). Estos pueden ser los mismos o diferentes.

En una realizacion, el término “organismo donante” se refiere a un organismo o célula a partir del cual las una o mas,
preferiblemente, dos o mas repeticiones CRISPR y/o uno o mas gen cas y/o combinacion(es) de los mismos y/o
espaciadores CRISPR son derivables (preferiblemente, derivados). Estos pueden ser los mismos o diferentes.

En una realizacion, el espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR es sintéticamente derivado.

En una realizacién, el organismo o célula donante comprende uno o mas espaciadores CRISPR, los cuales
confieren la especificidad de inmunidad frente a un acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo.

En una realizacién, el organismo o célula donante a partir del cual el gen cas y/o la repeticion CRISPR y/o la
combinacién de los mismos es derivable (preferiblemente, derivado) es también la célula/organismo receptor del
locus CRISPR recombinante. Estos pueden ser los mismos o diferentes.

En una realizacién, el organismo o célula donante a partir del cual el espaciador es derivable (preferiblemente
derivado) es también la célula/organismo receptor para el locus CRISPR recombinante. Estos pueden ser los
mismos o diferentes.
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Si es el caso de que el organismo donante es una célula bacteriana entonces el organismo donante comprendera
generalmente un espaciador CRISPR que confiere la inmunidad especifica frente al acido nucleico diana o producto
de transcripcion del mismo.

El organismo puede ser una célula bacteriana o un bacterioéfago.
Adecuadamente, el organismo es un bacteriéfago.
Células hospedantes

Tal como se usa en la presente memoria, el término “célula hospedante” se refiere a cualquier célula que comprende
la combinacién, la construccion o el vector y similares de acuerdo con la presente invencion.

Las células hospedantes se pueden transformar o transferir con una secuencia de nucleétidos contenida en un
vector, por ejemplo, un vector de clonacién. Dicha secuencia de nucle6tido se puede llevar en un vector para la
replicacién y/o expresion de la secuencia de nucledtidos. Las células se elegirdn para ser compatibles con dicho
vector y pueden, por ejemplo, ser células procariotas (por ejemplo, bacterianas).

Aspectos de la presente invencion también se refieren a células hospedantes que comprenden la combinacion,
construccioén o el vector de la presente invencion. La construccion o el vector pueden comprender una secuencia de
nucleétidos para la replicacion y expresion de la secuencia. Las células se elegirdn para ser compatibles con el
vector y pueden ser, por ejemplo, células procariotas (por ejemplo, bacterianas).

Construccién

En un aspecto adicional, se ha proporcionado una construccién que comprende una o mas de las secuencias de
acido nucleico descritas en la presente memoria.

LY

El término “construccion”, el cual es sindnimo de los términos tales como “conjugado”, “casete” e “hibrido”, incluye
una secuencia de nucleétidos directamente o indirectamente acoplada a otra secuencia, tal como una secuencia
reguladora (por ejemplo, un promotor). A modo de ejemplo, la presente invencion cubre una construccion que
comprende una secuencia de nucleotidos enlazada de un modo funcional a dicha secuencia reguladora. El término
“enlazada de un modo funcional” ser refiere a una yuxtaposicién en la que los componentes descritos estan en una
relacién que permite funcionar en su manera deseada. Una secuencia reguladora “enlazada de un modo funcional” a
una secuencia codificadora esta ligada de tal manera que la expresion de la secuencia codificadora se alcanza bajo
condiciéon compatible con las secuencias control.

El término “secuencias reguladoras” incluye promotores y potenciadores (“enhancers”) y otras sefales de regulacion
de expresion.

El término “promotor” se usa en el sentido normal de la técnica, por ejemplo, un sitio de union a ARN polimerasa.

La construccion incluso puede contener o expresar una marcador, el cual permite la seleccién de la construccion de
secuencia de nucledtidos, por ejemplo, una bacteria. Existen diversos marcadores que se pueden usar, por ejemplo,
aquellos marcadores que proporcionan resistencia a antibiético, por ejemplo resistencia a antibiéticos bacterianos,
tales como Eritromicina, Ampicilina, Streptomicina y Tetraciclina.

Vector
La construccion puede ser o estar incluida en un vector (por ejemplo, un pldsmido).

Por tanto, en un aspecto adicional se ha proporcionado un vector que comprende una o mas de las construcciones o
secuencias descritas en la presente memoria.

El término “vector” incluye vectores de expresion y vectores de transformacion y vectores de transporte (“shuttle”).

El término “vector de transformacién” quiere decir una construccion capaz de ser transferida desde una entidad a
otra entidad, la cual puede ser de la especie o puede ser de una especie diferente. Si la construccion es capaz de
ser transferida desde una especie a otra entonces el vector de transformacioén a veces se denomina un “vector de
transporte”.

Los vectores se pueden transformar en una célula adecuada (por ejemplo, una célula hospedante) tal como se
describe a continuacion.

Los vectores pueden ser, por ejemplo, vectores de plasmido o fago proporcionados con un origen de replicacion,
opcionalmente un promotor para la expresion del dicho polinucleétido y opcionalmente un regulador del promotor.
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Los vectores pueden contener una o mas secuencias de nucledtidos marcador seleccionable. Los sistemas de
seleccibn mas adecuados para los microorganismos industriales son aquellos formados por el grupo de los
marcadores de seleccidn que no requieren una mutacion en el organismo hospedante.

Los vectores se pueden usar in vitro, por ejemplo, para la produccién de ARN o usar para someter a transfecciéon o
transformar una célula hospedante.

Por tanto, los polinucleétidos se pueden incorporar en un vector recombinante (generalmente un vector replicable),
por ejemplo, un vector de clonacién o expresion. El vector se puede usar para replicar el acido nucleico en una
célula hospedante compatible.

Transfeccion

La introduccion de un acido nucleico (por ejemplo, una construccién o vector) en una célula se puede efectuar
mediante diversos métodos. Por ejemplo, se puede usar transfeccién de fosfato de calcio, transfeccion mediada por
DEAE-dextrano, transfeccion mediada por lipido cationico, electroporacion, transduccion o infeccién. Dichos
métodos estan descritos en muchos manuales de laboratorio estandar, tales como Sambrook et al., “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, 2° ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.

Se pueden seleccionar células que contienen el acido nucleico (por ejemplo, una construccién o vector) usando, por
ejemplo, Eritromicina para células sometidas a transfeccion con un &cido nucleico (por ejemplo, una construccion o
vector) que lleva un marcador elegible a resistencia.

Transformaciéon

Las ensefianzas sobre la transformacion de las células estan bien documentados en la técnica, por ejemplo, véase
Sambrook et al. (“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2° edicién, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press) y
Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular Biology” (1995), John Wiley & Sons, Inc.

Una célula se puede transformar con un &cido nucleico (por ejemplo, una construccién o vector). Las células
transformadas con la secuencia de nucledtidos se pueden cultivar bajo condiciones adecuadas para la replicacion o
expresion de la secuencia de nucleotidos.

Introduccioén

En el contexto de la introduccion de un acido nucleico en una célula, en una realizacién se prefiere que el término
“introducir” quiera decir uno o mas de transformacion, transfeccion, conjugacion o transduccion.

Cultivos iniciadores

Los cultivos iniciadores se usan ampliamente en la industria alimenticia en la produccion de los productos
fermentados que incluyen productos de leche, tales como yogurt y queso, productos de carne, productos de
panaderia, vino y productos vegetales.

Los cultivos iniciadores usados en la produccion de muchos productos de leche fermentada, queso y mantequilla
incluyen cultivos de bacterias, generalmente clasificadas como bacterias de acido lactico. Dichos cultivos iniciadores
bacterianos imparten caracteristicas especificas a diversos productos lacteos mediante la realizacion de un nimero
de funciones.

Los cultivos no concentrados comerciales de las bacterias se refieren en la industria como “cultivos madre”, y se
propagan en el sitio de produccion, por ejemplo una lecheria, antes de afiadirse a un material de inicio comestible,
tal como leche, para la fermentacion. El cultivo iniciador propagado en el sitio de produccién para la inoculacion en
un material de inicio comestible se denomina el “cultivo iniciador a granel”.

Los cultivos iniciadores adecuados para usarse en la presente invencion pueden incluir cualquier organismo que sea
de uso en la industria alimenticia, cosmética o farmacéutica.

Por ejemplo, el cultivo iniciador puede ser adecuado para usarse en la industria lactea. Si se usa en la industria
lactea el cultivo iniciador se puede seleccionar entre una especie de bacterias de acido lactico, una especie de
Bifidobacterium, una especie de Brevibacterium, una especie de Propionibacterium. Los cultivos iniciadores
adecuados del grupo de bacterias de éacido lactico incluyen cepas cominmente usadas de una especie de
Lactococcus, una especie de Streptococcus, una especie de Lactobacillus incluyendo el Lactobacillus acidophilus,
especies de Enterococcus, especies de Pediococcus, una especie de Leuconostoc y especie de Oenococcus.

Los cultivos de bacterias de acido lactico cominmente se usan en la produccion de productos de leche fermentada,
tales como suero de leche, yogurt o crema agria, y en la produccion de mantequilla y queso, por ejemplo, Brie o
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Harvati. Las especies de Lactococcus incluyen el ampliamente usado Lactococcus lactis, incluyendo Lactococcus
lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris.

Otras bacterias de acido lactico incluyen Leuconostoc sp., Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus y Lactobacillus helveticus. Ademas, la cepas probidticas, tales como especies de Lactococcus,
incluyen el ampliamente usado lactococcus lactis, incluyendo Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis
subsp. cremoris. Los cultivos mesofilos de bacterias de acido lactico cominmente usados en la produccién de
productos de leche fermentada tal como suero de leche, yogurt o crema agria, y en la produccion de mantequilla y
queso, por ejemplo, Brie o Harvati. Otras especies de Lactococcus incluyen Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis, Leuconostoc sp., Lactococcus lactis subsp. lactis biovar, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus helveticus. Ademas, las cepas probidticas tales como
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei se pueden afiadir durante dicha produccion para
aumentar el sabor o para promover la salud.

Los cultivos de bacterias de &cido lactico comunmente usados en la produccion de quesos cheddar y Monterey Jack
incluyen Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris o
combinaciones de las mismas.

Los cultivos termdfilos de la bacterias de acido lactico cominmente usados en la produccion de quesos italianos tal
como Pasta filata o parmesano, incluyen Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.
Otras especies de Lactobacillus, tales como Lactobacillus helveticus, se pueden afiadir durante la produccion para
obtener un sabor deseado.

Ventajosamente, el organismo del cultivo iniciador puede comprender o consistir en una cepa genéticamente
modificada (preparada de acuerdo con los métodos deseados en la presente memoria) de una de las anteriores
cepas de bacterias de acido lactico o cualquiera de otra cepa de cultivo iniciador.

La seleccién de los organismos para el cultivo iniciador de la invencién depender& del tipo particular de productos a
preparar y tratar. Por tanto, por ejemplo, para la produccion de queso y mantequilla, ampliamente se usan cultivos
mesofilos de especies de Lactococcus, especies de Leuconostoc y especies de Lactobacillus, mientras que para
yogurt y otros productos de leche fermentada, generalmente se usan cepas terméfilas de especies de Streptococcus
y de especies de Lactobacillus.

El cultivo iniciador puede ser incluso un cultivo iniciador seco.

El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador concentrado.

El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador concentrado usado en la inoculacion directa.
El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador congelado.

El cultivo iniciador puede consistir en una cepa bacteriana, es decir, un cultivo puro. En este caso, sustancialmente
todo, o al menos una porcion significante del cultivo iniciador bacteriano comprenderia generalmente la misma
bacteria.

Como alternativa, el cultivo iniciador puede comprender diversas cepas bacterianas, es decir, un cultivo mezclado
definido.

Bacterias de acido lactico

Los cultivos iniciadores particularmente adecuados, en particular cultivos iniciadores secos, para usarse en la
presente invencién comprenden bacterias de &cido lactico.

Tal como se usa en la presente invencion, el término “bacterias de acido lactico” se refiere a bacterias Gram positivo,
microaerofilicas o anaerébicas que fermentan el aztcar con la produccién de acidos que incluyen acido lactico como
el acido predominantemente producido, acido acético, acido férmico y acido propiénico. La bacterias de acido lactico
industrialmente mas Utiles se encuentran entre las especies de Lactococcus, tales como Lactococcus lactis,
especies de Lactobacillus, especies de Bifidobacterium, especies de Streptococcus, especies de Leuconostoc,
especies de Pediococcus y especies de Propionibacterium.

Los cultivos iniciadores de la presente invencidon pueden comprender una o mas especies de bacterias de acido
lactico tales como, Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus o
combinaciones de las mismas.

Los cultivos iniciadores de bacterias de acido lactico se usan cominmente en la industria alimenticia como cultivos
de cepa mezclada que comprenden una o mas especies. Para un nimero de cultivos de cepa mezclada, tales como
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cultivos iniciadores de yogurt que comprenden cepas de Lactobacillus delbrueckii subp. Bulgaricus y Streptococcus
thermophilus, existe una relacion simbidtica entre las especies en las que la produccion de acido lactico es superior
en comparacion con los cultivos de bacterias de acido lactico de cepa sencilla (Rajagopal et al. J. Dairy Sci., 73,
p.894-899, 1990).

Preparacién de cultivos iniciadores

Los cultivos iniciadores se pueden preparar mediante técnicas bien conocidas en la técnica tales como las descritas
en el documento US 4.621.058. A modo de ejemplo, los cultivos iniciadores se pueden preparar mediante la
introduccion de un inoculo, por ejemplo una bacteria, a un medio de crecimiento para producir un medio inoculado y
madurar el medio inoculado para producir un cultivo iniciador.

Preparacién de cultivos iniciadores secos

Los cultivos iniciadores secos se pueden preparar mediante técnicas bien conocidas en la técnica, tales como las
discutidas en los documentos US 4.423.079 y US 4.140.800.

Los cultivos iniciadores secos para usarse en la presente invencion pueden estar en forma de preparaciones solidas.
Ejemplos de preparaciones sdélidas incluyen, pero no se limitan a, comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, granulos
y en polvos que pueden ser humectables, secados por atomatizacion, secado por congelacién o liofilizado.

Los cultivos iniciadores secos para usarse en la presente invencion pueden estar o bien en forma de pildora muy
congelada o forma de polvo secado por congelacion. Los cultivos iniciadores secos en forma de pildora muy
congelada o polvo secado por congelacion se pueden preparar de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica.

Los cultivos iniciadores para usarse en la presente invencion pueden estar en forma de concentrados que
comprenden una concentracion sustancialmente alta de una o méas bacterias. Adecuadamente los concentrados se
pueden diluir con agua o resuspender en agua u otros diluyentes adecuados, por ejemplo, un medio de crecimiento
adecuado o aceites minerales o vegetales, para usarse en la presente invencion. Los cultivos iniciadores secos de la
presente invencion en forma de concentrados se pueden preparar de acuerdo con los métodos conocidos en la
técnica, por ejemplo por centrifugacion, filtracién o una combinacion de tales técnicas.

Producto

Los productos adecuados para usarse en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, comestibles,
productos cosméticos o productos farmacéuticos.

Cualquier producto, el cual esté preparado a partir, 0 comprenda, un cultivo estd contemplado de acuerdo con la
presente invencién. Estos incluyen, pero no se limitan a, frutas, legumbres, cultivos de forraje y vegetales incluyendo
productos derivados, grano y productos derivados del grano, alimentos lacteos y productos derivados de alimentos
lacteos, carne, aves de corral, marisco, productos cosméticos y farmacéuticos.

El término “alimento” se usa en un amplio sentido e incluye comidas, comestibles, ingredientes alimenticios,
suplementos alimenticios y alimentos funcionales.

Tal como se usa el término “ingrediente alimenticio” incluye una formulacién, la cual estd o se puede afadir a
alimentos e incluye formulaciones que se pueden usar a bajos niveles en una amplia diversidad de productos que
requieren, por ejemplo, acidificacion o emulsificacion.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “alimento funcional” quiere decir un alimento que es capaz de
proporcionar no solamente un efecto nutricional y/o satisfaccion de sabor, sino que también es capaz de liberar un
efecto beneficioso adicional al consumidor. Aunque no hay definicion legal de un alimento funcional, la mayoria de
las partes con un interés en esta area estan de acuerdo que hay alimentos comercializados como que tienen efectos
especificos para la salud.

El término “alimento” cubre alimento para humanos asi como alimento para animales (es decir, una comida). En un
aspecto preferido, el alimento es para el consumo humano.

Las células descritas en la presente memoria pueden estar, o pueden afiadirse a, un ingrediente alimenticio, un
suplemento alimenticio o un alimento funcional.

El alimento puede estar en forma de una disolucion o como un sélido, dependiendo del uso y/o el modo de
aplicacion y/o modo de administracion.
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Las células descritas en la presente memoria se pueden usar en la preparacion de productos alimenticios tales como
uno o mas de: productos de confiteria, productos lacteos, productos carnicos, productos de ave de corral, productos
de pescado y productos de panaderia.

A modo de ejemplo, la bacteria se puede usar como ingredientes para refrescos, un zumo de fruta o una bebida que
comprende proteina de suero, tés saludables, bebidas de cacao, bebidas de leche y bebidas de bacterias de acido
lactico, yogurt, yogurt bebible y vino.

También se ha proporcionado un método de preparacién de un alimento, comprendiendo el método mezclar las
células de acuerdo con la presente invencién con un ingrediente alimenticio (tal como un material de inicio para un
alimento). El método para preparar un alimento también es otro aspecto de la presente invencion.

Adecuadamente un alimento tal como se describe en la presente memoria es un producto lacteo. Mas
preferiblemente un producto lacteo tal como se describe en la presente memoria es uno o mas de los siguientes: un
yogurt, un queso (tal como un requesén acido, un queso fuerte, un queso semi fuerte, un queso cottage), un suero
de leche, quark o crema agria, kéfir, una bebida basada en suero fermentado, un Kumis, una bebida de leche y una
bebida de yogurt.

En la presente memoria, el término “alimento” se usa en un amplio sentido, y cubre alimento para humanos asi como
alimento para animales (es decir, comida). En un aspecto preferido, el alimento es para consumo humano.

El término comida tal como se usa en la presente memoria incluye material de planta y material de no planta en
crudo y procesado. La comida puede ser cualquier comida adecuada para consumo por un animal, incluyendo
comida de ganado (animal), por ejemplo comida de ave de corral, comida de pescado o comida de crustaceos por
ejemplo.

Variantes/homoélogos/derivados/fragmentos

La presente invencion abarca el uso de variantes, homdlogos, derivados y fragmentos de los mismos, incluyendo
variantes, homodlogos, derivados y fragmentos de loci CRISPR, espaciadores CRISPR, seudo espaciadores
CRISPR, genes cas o proteinas, repeticiones CRISPR, combinaciones funcionales repeticion CRISPR-gen cas y
secuencias de acido nucleico diana o productos de transcripcion del mismo.

El término “variante” se usa para querer decir un polipéptido que se da de manera natural o secuencias de
nucleétidos que difiere de una secuencia tipo natural.

El término “fragmento” indica que una secuencia de polipéptido o nucledtidos comprende una fraccion de una
secuencia de tipo natural. Puede comprender una o méas secciones grandes continuas de secuencia o una pluralidad
de pequefias secciones. La secuencia también puede comprender otros elementos de secuencia, por ejemplo,
puede ser una proteina de fusién con otra proteina. Preferiblemente la secuencia comprende al menos el 50%, mas
preferiblemente al menos el 65%, mas preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 85%, mas
preferiblemente al menos el 90%, mas preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas
preferiblemente al menos el 97%, mas preferiblemente al menos el 98%, lo mas preferiblemente al menos el 99% de
la secuencia tipo natural.

Preferiblemente, el fragmento retiene el 50%, mas preferiblemente el 60%, mas preferiblemente el 70%, mas
preferiblemente el 80%, més preferiblemente el 85%, mas preferiblemente el 90%, més preferiblemente el 95%, mas
preferiblemente el 96%, més preferiblemente el 97%, més preferiblemente el 97%, mas preferiblemente el 98% o lo
mas preferiblemente el 99% de actividad del polipéptido o secuencia de nucleétidos de tipo natural.

Preferiblemente, un espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR comprende al menos el 50%, mas
preferiblemente al menos el 65%, mas preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 85%, mas
preferiblemente al menos el 90%, mas preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas
preferiblemente al menos el 97%, mas preferiblemente al menos el 98%, lo mas preferiblemente al menos el 99% de
la secuencia tipo natural. Preferiblemente, un espaciador CRISPR retiene el 50%, mas preferiblemente el 60%, mas
preferiblemente el 70%, més preferiblemente el 80%, mas preferiblemente el 85%, més preferiblemente el 90%, mas
preferiblemente el 95%, més preferiblemente el 96%, més preferiblemente el 97%, més preferiblemente el 98% o lo
mas preferiblemente el 99% de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleétidos de tipo natural.

Preferiblemente, un gen cas comprende al menos el 50%, mas preferiblemente al menos el 65%, mas
preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 85%, mas preferiblemente al menos el 90%, mas
preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas preferiblemente al menos el 97%, mas
preferiblemente al menos el 98%, lo mas preferiblemente al menos el 99% de la secuencia tipo natural.
Preferiblemente, un gen cas retiene el 50%, mas preferiblemente el 60%, mas preferiblemente el 70%, mas
preferiblemente el 80%, mas preferiblemente el 85%, mas preferiblemente el 90%, mas preferiblemente el 95%, mas

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2398918 T3

preferiblemente el 96%, mas preferiblemente el 97%, mas preferiblemente el 98% o lo mas preferiblemente el 99%
de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleétidos de tipo natural.

Preferiblemente, una proteina Cas comprende al menos el 50%, mas preferiblemente al menos el 65%, mas
preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 85%, mas preferiblemente al menos el 90%, mas
preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas preferiblemente al menos el 97%, mas
preferiblemente al menos el 98%, lo mas preferiblemente al menos el 99% de la secuencia tipo natural.
Preferiblemente, una proteina Cas retiene el 50%, mas preferiblemente el 60%, mas preferiblemente el 70%, mas
preferiblemente el 80%, mas preferiblemente el 85%, mas preferiblemente el 90%, mas preferiblemente el 95%, mas
preferiblemente el 96%, mas preferiblemente el 97%, mas preferiblemente el 98% o lo méas preferiblemente el 99%
de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleétidos de tipo natural.

Preferiblemente, una repeticion CRISPR comprende al menos el 50%, mas preferiblemente al menos el 65%, mas
preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 85%, mas preferiblemente al menos el 90%, mas
preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas preferiblemente al menos el 97%, mas
preferiblemente al menos el 98%, lo mas preferiblemente al menos el 99% de la secuencia tipo natural.
Preferiblemente, una repeticion CRISPR retiene el 50%, mas preferiblemente el 60%, mas preferiblemente el 70%,
mas preferiblemente el 80%, mas preferiblemente el 85%, mas preferiblemente el 90%, mas preferiblemente el 95%,
mas preferiblemente el 96%, mas preferiblemente el 97%, mas preferiblemente el 98% o lo mas preferiblemente el
99% de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleétidos de tipo natural.

Preferiblemente, una combinacién funcional repeticion CRISPR-cas comprende al menos el 50%, mas
preferiblemente al menos el 65%, mas preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 85%, mas
preferiblemente al menos el 90%, mas preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas
preferiblemente al menos el 97%, mas preferiblemente al menos el 98%, lo méas preferiblemente al menos el 99% de
la secuencia tipo natural. Preferiblemente, la combinacion funcional repeticion CRISPR-cas retiene el 50%, mas
preferiblemente el 60%, mas preferiblemente el 70%, mas preferiblemente el 80%, mas preferiblemente el 85%, mas
preferiblemente el 90%, mas preferiblemente el 95%, mas preferiblemente el 96%, mas preferiblemente el 97%, mas
preferiblemente el 98% o lo méas preferiblemente el 99% de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleétidos
de tipo natural.

Preferiblemente, una secuencia de acido nucleico diana comprende al menos el 50%, méas preferiblemente al menos
el 65%, mas preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 85%, mas preferiblemente al menos
el 90%, mas preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas preferiblemente al menos
el 97%, mas preferiblemente al menos el 98%, lo mas preferiblemente al menos el 99% de la secuencia tipo natural.
Preferiblemente, una secuencia de acido nucleico diana retiene el 50%, mas preferiblemente el 60%, mas
preferiblemente el 70%, mas preferiblemente el 80%, mas preferiblemente el 85%, mas preferiblemente el 90%, mas
preferiblemente el 95%, mas preferiblemente el 96%, més preferiblemente el 97%, mas preferiblemente el 98% o lo
mas preferiblemente el 99% de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleétidos de tipo natural.

El fragmento puede ser un fragmento funcional.

Por un “fragmento funcional” de una molécula se entiende un fragmento que retiene o pese sustancialmente la
misma actividad bioldgica que la molécula intacta. En todos los ejemplos, un fragmento funcional de una molécula
retiene al menos 10%, y al menos 25%, 50%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de la actividad
biologica de la molécula intacta.

El término “homdlogo” quiere decir una entidad que tiene una cierta homologia con las secuencias de aminoacidos
objeto y las secuencias de nucleétidos objeto. En la presente memoria, el término “homologia” se puede igualar con
la “identidad”.

En el presente contexto, una secuencia homéloga se supone que incluye una secuencia de aminoacidos, la cual
puede ser al menos 75, 85 6 90% idéntica, preferiblemente al menos 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la
secuencia objeto. Aunque la homologia también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de
aminoacidos que tienen propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente invencién se
prefiere expresar homologia en término de identidad de secuencia.

En el presente contexto, una secuencia homoéloga se supone que incluye una secuencia de nucleétidos, la cual
puede ser al menos 75, 85 6 90% idéntica, preferiblemente al menos 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la
secuencia objeto. Aunque la homologia también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de
aminoacidos que tienen propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente invencion se
prefiere expresar homologia en término de identidad de secuencia.
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Las comparaciones de homologia se pueden conducir a 0jo, 0 mas normalmente, con la ayuda de programas de
comparacion de secuencia facilmente disponibles. Estos programas informaticos comercialmente disponibles
pueden calcular el % de homologia entre dos 0 mas secuencias.

El % de homologia se puede calcular sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra
secuencia y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente en la
otra secuencia, un residuo a la vez. Esto se llama un alineamiento “sin huecos” (“ungapped”). Generalmente, tales
alineamientos sin huecos se realizan solamente sobre un nimero relativamente corto de residuos.

Aunque esto es un método muy simple y consecuente, no logra tener en consideracion que, por ejemplo, en un par
de secuencias a pesar de ser idéntico, una insercion o delecién causara que los siguientes residuos de aminoacidos
se saque fuera del alineamiento, dando asi potencialmente como resultado en una gran reducciéon en % de
homologia cuando se realiza un alineamiento global. Por lo tanto, la mayoria de los métodos de comparaciéon de
secuencia se disefian para producir alineamientos éptimos que toman en consideracion posibles inserciones y
deleciones sin penalizar excesivamente el resultado completo de homologia. Esto se alcanza mediante la insercion
de huecos (“gaps”) en el alineamiento de secuencia para tratar maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan “penalizaciones por hueco” (“gap penalties”) a cada hueco que
se da en el alineamiento de manera que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, un alineamiento de
secuencia con tan pocos huecos como sea posible, reflejando mayor relacion entre las dos secuencias comparadas,
alcanzara un mayor resultado que una con muchos huecos. “Los costes de hueco afin” generalmente se usan que
carga un coste relativamente alto para la existencia de un hueco y una penalizacion menor para cada residuo
posterior en el hueco. Esto es el sistema de registro de hueco cominmente usado. Por su puesto las penalizaciones
de hueco altos producirdn alineamientos optimizados con menos huecos. La mayoria de los programas de
alineamiento permiten las penalizaciones de hueco a modificar. Sin embargo, se prefiere usar los valores por defecto
cuando se usa dicho programa informatico para comparaciones de secuencia. Por ejemplo, si se usa el paquete
GCG Wisconsin Bestfit la penalizacion de hueco por defecto para las secuencias de aminoacidos es -12 para un
hueco y -4 para cada extension.

Por lo tanto, el calculo del % maximo de homologia en primer lugar requiere la produccién de un alineamiento
optimo., tomando en consideracion las penalizaciones de hueco. Un programa informatico adecuado para llevar a
cabo dicho alineamiento es el paguete GCG Wisconsin Bestfit (Universidad de Wisconsin, U.S.A.; Devereux et al.,
1984, “Nucleic Acids Research” 12:387). Ejemplos de otro programa informatico que puede realizar las
comparaciones de secuencia incluyen, pero no se limitan a, el paquete BLAST (véase Ausubel et al., 1999 ibid,
Capitulo 18), FASTA (Atschul et al., 1990, J. Mol. Biol., 403-410), la serie GENEWORKS de herramientas de
comparaciéon y CLUSTAL. Tanto BLAST como FASTA estan disponibles para la busqueda desconectada (“offline”) y
conectada (“online”) (véase Ausubel et al., 1999 ibid, paginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones,
se prefiere usar el programa GCG Bestfit. Una nueva herramienta, denominada Secuencias BLAST 2 también esta
disponible para comparar secuencia de proteina y nucledtido (véase FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 274-50;
FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8).

Aunque el % final de homologia se puede medir en términos de identidad, el propio proceso de alineamiento
generalmente no se basa en una comparacion de par todo-o-nada. En cambio, generalmente se usa una matriz de
resultado de similitud graduada que asigna resultados a cada comparacion por parejas basado en la similitud
guimica o distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz cominmente usada es la matriz BLOSUM®62, la matriz por
defecto para la serie BLAST de programas. Los programas GCG Wisconsin generalmente usan o bien los valores
por defecto publicos o una tabla de comparacién de simbolo a medida si se suministra (véase manual del usuario
para mas detalles). Para algunas aplicaciones, se prefiere usar los valores por defecto publicos para el paquete
GCG, o en el caso de otro programa informatico, la matriz por defecto, tal como BLOSUMG62.

Una vez que el programa informatico ha producido un alineamiento 6ptimo, es posible calcular el % de homologia,
preferiblemente el % de identidad de secuencia. El programa informatico generalmente hace esto como parte de la
comparacion de secuencia y genera un resultado numérico.

Las penalizaciones de gap se deberian usar si se determina la identidad de secuencia, entonces adecuadamente se
usan los siguientes parametros:
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PARA BLAST
HUECO ABIERTO 0
EXTENSION HUECO 0
PARA CLUSTAL ADN PROTEINA
TAMANO PALABRA 2 1 Triple K
PENALIZACION HUECO 10 10
HUECO EXTENSION 0,1 0,1

Para la comparacion de secuencia de polipéptido se pueden usar los siguientes ajustes: penalizacion de creacion de
HUECO de 0,3 y penalizacion de extension de HUECO de 0,1. Adecuadamente, el grado de identidad con respecto
a una secuencia de aminoacidos se determina sobre al menos 5 aminoéacidos contiguos, se determina sobre al
menos 10 aminoacidos contiguos, sobre al menos 15 aminoacidos contiguos, sobre al menos 20 aminoacidos
contiguos, sobre al menos 30 amino&cidos contiguos, sobre al menos 40 aminoéacidos contiguos, sobre al menos 50
aminoacidos contiguos o sobre al menos 60 aminoacidos contiguos.

Las secuencias también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoacidos, lo cual
produce un cambio mudo y da como resultado una sustancia funcionalmente equivalente. Se pueden realizar
sustituciones deliberadas de aminoacidos en base a la similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad,
hidrofilicidad y/o la naturaleza anfifatica de los residuos siempre que se retenga la actividad de unién secundaria de
la sustancia. Por ejemplo, los aminoacidos negativamente cargados incluyen &cido aspartico y acido glutamico; los
aminoacidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoacidos con grupos de cabeza polares no
cargados que tienen valores similares de hidrofilicidad incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina y tirosina.

Las sustituciones conservadoras se pueden realizar, por ejemplo, de acuerdo con la Tabla de a continuacion. Los
aminoéacidos en el mismo bloque en la segunda columna y adecuadamente en la misma linea en la tercera columna
se pueden sustituir entre si:

ALIFATICO No polar GAP

ILV

Polar-no cargado CST™M
NQ
Polar-cargado DE

KR

AROMATICO HFWY

La presente invencion también abarca que la sustitucion homoéloga (sustitucion y reemplazo se usan ambas en la
presente memoria para querer decir que el intercambio de un residuo de aminoacidos existente, con un residuo
alternativo) puede darse, es decir, sustitucién entre dos cosas parecidas, tal como basico por basico, acido por
acido, polar por polar, etc. La sustitucion no homdloga también se puede dar, es decir, entre una clase de residuo y
otra o implicar alternativamente la inclusion de aminoacidos no naturales, tales como ornitina (mas adelante referida
como Z), ornitina de acido diaminobutirico (mas adelante referido como B), ornitina de norleucina (mas adelante
referida como O), piriillalanina, tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

También se pueden realizar reemplazos mediante aminoacidos no naturales que incluyen; aminoacidos alfa* y alfa-
disustituido*; amino4cidos N-alquilo*, acido lactico*, derivados de haluro de aminoacidos naturales, tales como
trifluorotirosina*, p-Cl-fenilalanina*, p-Br-fenilalanina*, p-I-fenilalanina*, L-alil-glicina*, B-alanina*, &cido L-a-
aminobutirico*, acido L-y-aminobutirico*,acido L-a-amino isobutirico*; acido L-e-amino caproico#, acido 7-amino
heptanoico*, L-metionina sulfona™, L-norleucina*, L-norvalina*, p-nitro-L-fenilalanina*, L-hidroxiprolina#, L-tioprolina*,
derivados de metilo de fenilalanina (Phe)-tales como 4-metil-Phe*, pentametil-Phe*, L-Phe(4-amino)#, L-Tyr(metil)*,
L-Phe(4-isopropilo)*, L-Tic(acido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilo)*, acido L-diaminopropionico# y L-Phe (4-
bencilo)*. La anotacion * se ha utilizado con el propésito de la anterior discusién (en relacién a sustituciéon homologa
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0 no homdéloga), para indicar la naturaleza hidréfoba del derivado mientras que # se ha utilizado para indicar la
naturaleza hidréfila del derivado, ** indica caracteristicas anfifaticas.

Las secuencias de aminoacidos variantes pueden incluir grupos de espaciador adecuados que se pueden insertar
entre cualquiera de los dos residuos de aminoacidos de la secuencia que incluye grupos alquilo, tales como grupos
metilo, etilo o propilo, ademés de los espaciadores de aminoacido, tales como residuos de glicina o B-alanina. Una
forma adicional de variacion implica que la presencia de uno o mas residuos de aminoéacidos en forma peptoide sera
bien entendido por los expertos en la técnica. Para evitar la duda, “la forma peptoide” se usa para referirse a
residuos de aminoacidos variantes en los que el grupo sustituto de a-carbono esta sobre el &tomo de nitrégeno del
residuo en lugar del carbono a. Los procesos para la preparacion de péptidos en la forma peptoide son conocidos en
la técnica, por ejemplo, Simon RJ et al., PNAS (1992) 89(20), 9.367-9.371 y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995)
13(4), 132-134.

Las secuencias de nucledtidos para usarse en la presente invencidon pueden incluir dentro de ellas nucledtidos
sintéticos o modificados. Se conocen en la técnica un nimero de tipos diferentes de modificacion a oligonucledétidos.
Estos incluyen metil-fosfonato y cadenas principales de fosforotioato y/o la adicibn de cadenas de acridina o
polilisina en los extremos 3’ y 5’ de la molécula. Con los propdsitos de la presente invencidn, se entiende que las
secuencias de nucledtidos se pueden modificar mediante cualquier método disponible en la técnica. Dichas
modificaciones se pueden llevar a cabo para aumentar la actividad in vivo o vida util de las secuencias de
nucledtidos utiles en la presente invencion.

Técnicas de metodologia de ADN recombinante generales

La presente invencion emplea, al menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de quimica, biologia
molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, las cuales estan dentro de las capacidades de una
persona de conocimiento normal en la técnica. Dichas técnicas se explican en la bibliografia. Véase, por ejemplo, J.
Sambrook, E.F. Fritsch y T. Maniatis, 1989, “Molecular Cloning. A Laboratory Manual” segunda Edicion, Libros 1-3,
Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F.M. et al. (1995 y suplementos periédicos; “Current Protocols in
Molecular Biology”, ch. 9, 13 y 16, John Wiley & Sons, New York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree y A. Kahn, 1996, “DNA
Isolation and Sequencing: Essential Tecniques”, John Wiley & Sons; M.J. Gait (Editor), 1984, “Oligonucleotide
Synthesis: A Practical Approach”, Irl Press; y D.M.J. Lilley y J.E. Dahlberg, 1992, “Methods of Enzymology: DNA
Structure Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology”, Academic Press. Cada uno de
estos textos generales esta en la presente memoria incorporado como referencia.

Ahora se describird mas la invencion por medio de Ejemplos, los cuales quiere decir que sirven para ayudar a un
experto en la técnica para llevar a cabo la invencidn y no intentan de ningn modo limitar el alcance de la invencion

Ejemplos
Ejemplo 1

Insercion de un espaciador especifico a fago en un CRISPR funcional existente para proporcionar resistencia al fago
correspondiente

Cepa-Streptococcus thermophilus ST0089
Fago-2972

Streptococcus thermophilus ST0089 es una cepa industrialmente importante usada en la produccién de yogurt, es
genéticamente flexible a manipulacion, y susceptible al fago 2972 virulento. Recientemente se determind la
secuencia del genoma completo para el fago 2972.

Los loci CRISPR se determinan en la cepa ST0089. Esto se determina preferentemente mediante la secuenciacién
del genoma entero de ST0089. Alternativamente, se identifican los loci CRISPR via PCR usando conjuntos de
cebador con secuencias idénticas a elementos CRISPR de S. thermophilus previamente identificados.

Una vez identificados, se determina la secuencia de loci CRISPR asi como las regiones proximales que deberian
contener los genes cas relevantes.

Al menos se selecciona un locus de CRISPR-cas particular para manipulacion adicional. La funcionalidad de este
locus se establece a través de analisis silico de las regiones de espaciador y sus homologias a secuencias de ADN
de fago (es decir, la ausencia y/o presencia de las secuencias de espaciador y la correlacion a infectividad de fago
con la cepa ST0089). En ausencia de esta correlacion, la funcionalidad se supone basada en la presencia de todos
los elementos documentados (es decir, repeticiones, espaciadores, secuencias lider, genes cas, supuestamente
codifican proteinas de longitud completa).
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Se eligen una(s) secuencia(s) de espaciador adecuada(s) a partir del genoma del fago 2972. Los criterios del
espaciador seleccionado se basa en: 1) longitud de los espaciadores dentro del locus CRISPR seleccionado; 2)
aproximadamente 100% de identidad a la secuencia del fago; 3) tedricamente se puede seleccionar cualquier
secuencia del fago.

En el ejemplo més simple, se sintetiza quimicamente una unidad CRISPR que consiste en una secuencia de
espaciador del fago 2972, flaqueada por dos elementos de repeticion (idénticos al locus CRISPR seleccionado). Por
definicion esta “unidad CRISPR” es aproximadamente 100 pb de longitud y es demasiado corta para la consiguiente
integracion en el locus CRISPR.

Por lo tanto, se construye ADN flanqueante adicional junto con la unidad CRISPR. Un minimo de 500 pb de ADN
homélogo, idéntico al locus CRISPR dirigido flanquea la unidad CRISPR sintética, para facilitar la integracion.

Hay al menos dos enfoques. Una construccion emula la adicién de un nuevo espaciador sobre el CRISPR existente.
Alternativamente, se reemplaza el locus CRISPR entero con la unidad CRISPR sintética.

El integrante CRISPR resultante se verifica a través de la secuenciacion de ADN del locus CRISPR antes del ensayo
bioldgico.

Se ensaya los patrones de sensibilidad a fago del integrante CRISPR frente al fago 2972 y se compara con la cepa
parental.

El integrante CRISPR construido demuestra con éxito la correlacion directa entre la presencia de espaciador
especifico dentro del propio contexto del CRISPR-cas.

Ejemplo 2

Se inserta un homélogo espaciador a un ADN de fago en una célula, tal como una célula receptora. La célula llega a
ser resistente al fago. En un locus CRISPR dentro de la cepa seleccionada, se disefia un nuevo espaciador CRISPR
a partir del ADN del fago (con el 100% de identidad al ADN del fago) dentro del gen anti-receptor y se inserta en la
célula. El gen antireceptor se dirige debido a que se ha encontrado que los espaciadores CRISPR a partir de otras
cepas muestran similitud a genes antireceptor de fago. Cuatro cepas que portan espaciadores que muestran la
identidad a los genes antireceptor de fago son resistente al fago particular. EI mutante se expone al fago y llega a
ser resistente a él.

Ejemplo 3

Se prepara un pldsmido que comprende un espaciador CRISPR, y mostramos que este plasmido no se puede
transferir en una célula que contiene el mismo espaciador, mientras que el plasmido sin el espaciador se puede
transformar en la célula.

Ejemplo 4

Se inserta un espaciador en un hospedante original, pero no en un locus CRISPR, y el mutante resultante retiene su
sensibilidad al fago, mostrando que el espaciador necesita estar en un ambiente particular dentro de un CRISPR y
genes cas.

Ejemplo 5

Se inserta una combinacién repeticion CRISPR-cas completa en una célula, tal como una célula receptora, para
proporcionar inmunidad frente al 4cido nucleico entrante.

Ejemplo 6

Para una combinacion particular repeticion CRISPR-cas presente en dos cepas diferentes, el “intercambio” de
espaciadores modifica sus fenotipos (sensibilidad/resistencia al fago).

Ejemplo 7

Se someten a deleciébn uno 0 mas gens cas (a partir de una unidad CRISPR-cas funcional). Los genes cas son
necesarios para que se proporcione la inmunidad. Los mutantes Cas son aun sensibles al fago, a pesar de la
presencia del espaciador idéntico al ADN de fago.

Ejemplo 8

Se clonan los genes cas sometidos a delecion sobre un plasmido. Es posible proporcionar los genes cas en trans al
hospedante. Si se bloquea el gen cas, se puede restaurar la inmunidad.
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Ejemplo 9

Se preparan diferentes combinaciones cas-repeticion CRISPR. No solamente se requieres los genes cas o
proteinas, sino también, se requieren para la funcionalidad pares especificos cas-repeticion CRISPR. Cuando se
proporcionan los genes cas o proteinas a partir de otro locus CRISPR, la cepa se mantiene sensible al fago.

Ejemplo 10

Cuando se somete a delecion un espaciador CRISPR particular a partir de un locus CRISPR que se da de manera
natural, esto quita inmunidad frente a un fago dado y el hospedante llega a ser sensible (pérdida resistencia) al fago
al cual el espaciador es homologo.

Ejemplo 11

La integracion de un espaciador CRISPR en el locus CRISPR de una bacteria proporciona resistencia frente a
bacteriéfago al que el espaciador CRISPR muestra identidad.

(A) Cepa DGCC7710RH1 de Streptococcus thermophilus
Streptococcus thermophilus

La cepa DGCC7710 de Streptococcus thermophilus (depositada en la “Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes” Francés bajo el numero CNCM 1-2423) posee al menos 3 loci CRISPR: CRISPR1, CRISPR2 y
CRISPRS3. En las cepas CNRZ1066 y LMG18311 para las cuales se conoce la secuencia completa de genoma
(Bolotin et al., 2004), CRISPRL1 se localiza en el mismo locus cromos6mico: entre str0660 (o stu0660) y str0661 (o
stu0661).

En la cepa DGCC7710, CRISPR1 también se localiza en el mismo locus cromosémico, entre genes altamente
similares. CRISPR1 de la cepa DGCC7710 contiene 33 repeticiones (incluyendo la repeticién terminal) y por tanto 32
espaciadores.

Todos estos espaciadores son diferentes entre si. La mayoria de estos espaciadores son nuevos (no todavia
descritos dentro del loci CRISPR), pero cuatro espaciadores cerca del trailer CRISPR1 son idénticos a los
espaciadores CRISPR1 ya conocidos:

- El 28° espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 31° espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ1575
(Genbank namero de entrada DQ072991);

- El 30° espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 27° espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ703
(Genbank numero de entrada DQ072990);

- El 31° espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 28° espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ703
(Genbank nimero de entrada DQ072990);

- El 32° espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 30° espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ703
(Genbank nimero de entrada DQ072990).

Bacteriéfago virulento

D858 es un bacteriofago que pertenece a la familia Siphoviridae de virus. Su secuencia de genoma se ha
determinado completamente pero todavia no esta publicada. Este fago es virulento a la cepa DGCC7710 de S.
thermophilus.

Mutante resistente a fago

La cepa DGCC7710RH1 de Streptococcus thermophilus se ha aislado como un mutante resistente a fago natural
usando DGCC7710 como cepa parental, y el fago D858 como fago virulento.

CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1 contiene 34 repeticiones (incluyendo la repeticion terminal), y por tanto 33
espaciadores. Cuando se compara con la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710 de Streptococcus
thermophilus, la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1 de Streptococcus thermophilus posee un nuevo
espaciador adicional (y por supuesto una repeticion adicional la cual flanquea el nuevo espaciador) en un extremo
del locus CRISPR (es decir, cerca de lider, en el extremo 5’ del locus CRISPR).

Todos los otros espaciadores del locus CRISPR1 estan sin cambios.

La secuencia CRISPR1 (5’-3’) de la cepa DGCC7710-RH1 es:
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=CRISFR]_DGOCT T10-EHL

paeggacagtattgatrttatanteactatgoggyratasaancytennas bt toat tigay
ST T TG AC T T AACHTITAACTARC TG TRCAAC toaarnat tgcas catotbtatancooaotl
GTITTTETACTCTCARGRTITAAGCTARCTGTACAAC tL L tgACag cana tCaagat bogaak gt
G T IGTACTOTC ARGHTTTAA TAMACTCTACARL A cord ogagFagctat tgg cacanct taca
G TP AT TCAAGATTTARCTAACTOTACAAC cpat L Egacaatotgetgaccactgttate
GPFIE TG TAC TR ARGATI ARG TAACTCTAL AR Caca ot Eograggri tat A OB RS Ry OGN
GTTTTIG TACTCTCAAGATITAAGTAAC TGTAC MM C chgttockigt ot tEEghEgtata ettt
GITTTICTACTCTCAAGATTIAAGTARCTETACARL tEoat tottoogt bt bghEtgognakect
GG TACTOTCAMATTTAAGTRACTETACMCycLggogaggaaacgaacanggcckoaacy
T T TACTCTCAAGATTTAAGTARM TG TACRACeatagaghgguaanc tagaascagak topa
GTTTT T T TC AACATTTARCTRAAC TGTRC AACataatovegt tgrattacacoycaaggtoa
CTTITIETACTC IO AAGAT TTARGTARC TG TAC AR Gag oyagticganataatchtaat Lacang
ST TG TACTC TEAAGATTTARGTAAC TETACAAC g bogotagegEcatgbgataacgtatits
STTTTTETACT. TCARATTTAACTRACTOTACAM Cgyogtoceaatcobgat tantack tackey
CTT I TG TACTCTCAAGATTTARGTAACTGTAC AR CaacacagoasgacaaggatqaTgetacy
GT I TIGTACTOTCAAGKTTIAAGTARC TG TACARC cgacarangnacg Catgoangngttoaayg
ETTTTTeTACTCTCARGATTI ARG TG ISTACRACACAA L ECt Ceatorggtaactgcbchagty
GTTTITGTACTCTC AAGATITARGTAACTGTACAR aat Laagyacatagannggaagacantaty
T T rTaTAC I ARGATTTARGTAACTGTACAA cgatattbasintoa b L ECatascLLoat
ETTTTTGTACTCTC AGATTTAAGTANC TG TRCARCgoagtatcaguaagcaagotyt tagt tact
mwmmmmm&cnﬂumﬂugauttttatmtttttﬂnm
GTTTTIGTACTCTC ARGATTTANTTARCTGTACARCaabaatE Lot ggEatagrt taatabcAt by
T PTG TACTC ARG AT TTARSTAACTOTACRI tgcat egageacyt bogagEr tacegt ERa
T TP G TACTOTCARGATTTARGTRACTGTACARC tctat atogaggteaactancaattatget
TP TOTACTOCTOANIRTITAACTRAACTETAC AN At oot teanat rebgt bt taggtacak L
BT IETACTOTCAAEATTTAAG TAACTGTACAACAat caat acgacsagagtTaaaa tog Lot
ETTTTTCTACTCT AN AT TTARGTARCTETACAA  grE Lagetgtocaatecacgancybagnty
T PTCTACTOT CARMGATTTRAGTARCTETAC M Ccanccaacogtaacayotacc b tttacagt
T T T AT T ARGATTTAAGTARC TG TRCARCE T AAC LA gRataggagCE Ly tnangt ot
G T TETACTO T AAGATTTAAGTAACTCTACRAC taat oo tacal chcanaggatgatcocagh
CTTTTTOTACTCTCAAGATTTAMITARCTGTACAACAngtagt tiatgaccEctacaatggteat
CTPr TG TACTC T AAGATTIARSTARCTG TACARCACCtagadaca b Egagogtatat tgatey
GTTTTTETACTCICAAGATTTARG TRACTGTACAR aAat tELgoTCOtLCr LLgooootrgactay
T TCTANMTCTCARGATPTIARGTARCTGTACARC Accat tageeatcaL b bobacccatbgagt
GrTrTTETACTCTCARRATTTARGTARCTETRCAGET
tEgatbcaacatasaasgoeoagttcaategaactoggobt

Leyenda
Secuencia lider:

5' caaggacagttattgatittataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatitcatitgag 3

Secuencia integrada que comprende una Repeticion CRISPR en el caso superior y un espaciador CRISPR (es decir,
secuencia de etiquetado) en el caso inferior.

Repeticiones CRISPR
Repeticion terminal: 5 gittitgtactcicaagattiaagtaactgtacagt 3
Secuencia trailer: 2 tgattcaacataaa aagccagitcaatigaactiggetttd’

La secuencia del nuevo espaciador existe dentro del genoma del fago D858 y esta representada en la presente
memoria como SEC. ID. N° 534.

La secuencia del espaciador se encuentra entre las posiciones 31921 y 31950 pb (es decir, en la cadena positiva)
del genoma D858'’s (y tiene el 100% de identidad a la secuencia genémica D858 sobre 30 nucledtidos):

espaciador 1 tcascanttgoaacatcttataaccoactt 3D

DB58 ’ POECRLLUYELER I O b e e

31921 tcaacaattgeaacatcttatancccactt 31950
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El nuevo espaciador que estad integrado en el locus CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1 de Streptococcus
thermophilus confiere a esta cepa resistencia al fago D858, tal como se representa en la Figura 5y Tabla 1.

(B) Cepa DGCC7710-RH2 de Streptococcus thermophilus

La cepa DGCC7710-RH2 de Streptococcus thermophilus se ha aislado como un mutante resistente a fago natural
usando la cepa DGCC7710 de Streptococcus thermophilus como cepa parental, y el fago D858 como fago virulento.

CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 de Streptococcus thermophilus contiene 34 repeticiones (incluyendo la
repeticion terminal) y por tanto 33 espaciadores. Cuando se compara con la secuencia CRISPR1 de la cepa
DGCC7710 de Streptococcus thermophilus, la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 de Streptococcus
thermophilus posee un nuevo espaciador adicional (y por supuesto una repeticion adicional que flanquea el nuevo
espaciador) en un extremo del locus CRISPR (es decir, cerca de lider, en el extremo 5’ del locus CRISPER). Todos
los otros espaciadores del locus CRISPR1 estan sin cambios.

La secuencia CRISPR1 (5'-3’) de la cepa DGCC7710-RH2 es:

~CRISPR1_DGCCT7710-RH2
caaggacagitattgattttataatcactatytgggtataaaaacgtcaaaatht catttgag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTOTACARCE tacgt ttgaaaaqaatat caaa tcaatga
GTTTTTGTACTCTCAAGATTITAAGTARCTGTACARCL gt L tgar agcaaatcaagatbocgaactgt
CTTTITCTACTCTCALGATPITARGTAACTGTACAACaa tgacgaggagotat tggeacaact taca
GTTTITGTACTCTCAAGATTTAMGTAACTGTACARCcgat Lt tgacaatotgotgaccan Cgttate
GTTTTTGTACTCTCAACATTTAAGTANCTGTACKACacact bggtagycttattacteaac agcga
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACARC Ctgt Lot igt tet bt EgLy gtatcttrte
GITTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACARC t tCat tottcogt ittty ttgogratect
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACYCLgGCoaggaaacgaacaaggect caaca
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAM TGTACAAC catagagtggaaanct agasaacagattoaa
GTTTI'PGTACTCTCAAGATTTMGTBAC’I’GTRCMCataatgccgttgaattacacggca.aggtca.
GITTTTCTACTCTCAAGATTTAACTAACTATACAACgagegagctegaaatan tcttanttacaag
G ITTTCTACTCTCAAGATT TAASTAACTETACAAC gt tegetagegt catgtggtaacgtatctta
GITTTTIGTACTCTCAAGATTTAAGTARCTGTACAACggCgt cocaat cotyat taatact tac teg
GTPI"PPGTAETCTC&AGAMTMGTMCTGTACMCHC&C&gcaagacaagaggatgat.gctat g
GTTTTTETACTCTCAAGATTTAMTAACTETACARCCcgacacaagaacgtatyge aagagttcaayg
CITTTITGCTACTCTCRAGATTTAAGTAACTETACAACacaat okt caten gogtaaptgctcaagty
G I T GTACTC T AAGA T T T AAGTAACTGTACAAC AR L taagggcatagaaagggagacaacatg
GITTTTGTACTCTCARGATTTAAGTAACTGTACAAC cgatatttasaatcattttoataact toat
GTTTTTGCTACTC TCARGATTITAAGTAAMCTCETACAACYCagta tcagoaay caagctgttagttact
CTTITTGTACTCTCAAGATITARGTAACTOTACAACAtaaactatgaaat tt tataat ctttaags
GITTTIGTACTCTCARGATTTAAGTARCTCTACAACS ataatttatggtatagcttantatcattg
CTTITTETACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC tgoatcgagracgt tegagttbac cgtteo
GITTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTRACTGTACAAC totatatcgaggtcaactaacantta tact
GTTTITGTACTC TCAAGATTTARGTAACTGTACAACAat cgt Lcaaatt ctgtibttaggtacatit
CTITITGETACTCTCARGATTTARGTARCTGTACAACaatcaatacgacaagagt tazast gorot L
GT T T TCTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgeE tage tgiccaatocacgaacgtggatyg
GTTTTTETACTCTCAACATTTAAGTAACTGTACAACcanccAAcgghaacageta cttcrracagt
GT T T TTETACT O TCAACATTTAAGTAACTETACAACataac tgasggataggagettgtaaagter
GTTTI TETACTCTCAAGATTTAAGTARCTGTACARC tAatgetacat ctcaaaggatgat coccaga
GTTPI'NT&CTCTCMGA‘I"ITMLGTAA_CTGTACAACaagt agttgatgacctctacaatggtttac
GTTTTTCTACTCTCARAGATTTARGTARCTGTACAACACCLAgaagcatt tgagegtatat tgatty
GTTTTIGTACTCTCANGATTTAACTAACTGTACAACAat LEtgocoet ottt geceet tgactag
GTTTTTCTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACACCat tagcaatcatttgtgoocat tgagt
GTTTTTCTACTCTCAAGA TTTARGTARCTETACAGT
ttgaticaacataaaaagecagttcaattgaacttggettl

Leyenda

Secuencia lider:

5' caaggacagttatigatittataatcactatgtgggtataasaacgicaaaatiicatttgag 3'
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La secuencia integrada que comprende una Repeticion CRISPR en el caso superior y un espaciador CRISPR (es
decir, secuencia de etiquetado) en el caso inferior.

Repeticiones CRISPR

Repeticion terminal:

5’ gttittgtactclcaagatttaagtaactgtacagt KY
Secuencia trailer:
5’-ttgattcaacataaaaagocagttcaangaacttggcttta'

Se ha mostrado que la secuencia del nuevo espaciador existe dentro del genoma del fago D858.

La secuencia del espaciador (representado en la presente memoria como SEC. ID. N° 535) se encuentra entre las
posiciones 17215y 17244 pb (es decir, sobre la cadena positiva) del genoma de D858 (y tiene 100% de identidad a
la secuencia gendmica de D858 sobre 30 nucleétidos):

1 ttacgtitgaaaagaatatcaaatcaatga 30

DIVILRE R R LR YV

DBESE 17215 ttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatga 172 44

espaciador

El nuevo espaciador que esta integrado en el locus CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 del Streptococcus
thermophilus confiere a la cepa DGCC7710-RH2 del Streptococcus thermophilus una resistencia al fago D858, tal
como se representa en la Figura 6 y Tabla 1.

Ejemplo 12

Integracion y bloqueo de la construccién

Materiales y Métodos

Cepas y plasmidos
Cepa parental DGCC7710 de Streptococcus thermophilus, sensible a fagos 858 y 2972
Mutante CRISPR resistente a 858 de Streptococcus thermophilus DGCC7778
Streptococcus thermophilus DGCC7778cas1KO
Streptococcus thermophilus DGCC7778cas4KO
Streptococcus thermophilus DGCC7778RT
Streptococcus thermophilus DGCC7778RT
Mutante CRISPR resistente a 2972 de Streptococcus thermophilus DGCC7714R2
Streptococcus thermophilus DGCC7710R2S1S2
Escherichia coli EC1000 proporciona pORI28 (Russell y Klaenhammer, 2001)
Escherichia coli pCR2.1TOPO proporciona pTOPO (catalogo Invitrogen n® K4500-01)
pTOPO es un plasmido usado para la subclonacion de las diversas construcciones
pTOPOcaslko contiene un fragmento integral de casl
pTOPOcas4ko contiene un fragmento integral de cas4
pTOPO1S2 contiene la construccidn de espaciador S1S2

pTOPO RT contiene la construccion de la repeticion terminal RT
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pORI28 es un plasmido usado para la integraciéon de las diversas construcciones en el cromosoma de las
cepas de Streptococcus thermophilus

pORIcaslko contiene un fragmento integral de casl

pORIcas4ko contiene un fragmento integral de cas4

pORIS1S2 contiene la construccion de espaciador S1S2

purist contiene la construccion de la repeticion terminal RT
Cebadores

Casl

5'-caaatggatagagaaacgc-3' y. 5-ctgataaggtgttcgtigtee-3'

Cas 4

§'-ggagcagatggaatacaagaaagg-3’ y 5'-gagagactaggtitgtctcagea-3’
S1S2y RT

P1 5-acaaacaacagagaagiatcicatig-¥’

P2 5'-aacgagtacactcactattigtacg-3'

P3 5'-lccactcacgtacaaatagtgagigtacicgtttttgtatictcaagatttaagtaactgtacagtttgaticaacataaaaag-3'
P4 5'-ctticcttcatectegetttgott-3'

Las cepas y los fagos se obtuvieron a partir de “Danisco Culture Collection”, o a partir de material de referencia
(Russell y Klaenhammer, “Applied and Enviromental Microbiology” 2001, 67:43.691-4.364; Levesque et al., “Applied
and Environmental Microbiology” 2005 71:4.057-4.068).

Se llevaron a cabo preparacion de fago, purificacion y ensayos usando métodos descritos previamente (Duplessis et
al., Virology 2005, 340:192-208; Levesque et al., “Applied and Environmental Microbiology” 2005 71:4.057-4.068).

Se hicieron crecer las cepas de Streptococcus thermophilus a 37°C o 42°C en M17 (Difco Laboratories)
complementado con lactosa o sucrosa al 0,5%. Para la infeccién del fago, se afiadieron CaC12 10mM al medio
antes de la infeccion de fago, tal como se ha descrito previamente (Duplessis et al., Virology 2005, 340:192-208;
Levesque et al., “Applied and Enviromental Microbiology” 2005 71:4.057-4.068).

Las enzimas usadas para llevar a cabo las digestiones por restriccion y la PCR se adquirieron de Invitrogen y se
usaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las PCRs se llevaron a cabo sobre un “Eppendorf
Mastercycler Gradient Thermocycler” como el descrito previamente (Bairangou et al., 2002 “Applied and
Environmental Microbiology 68:2.877-2.884.

La inactivacion de gen y la insercién de plasmido especifico a sitio via recombinacién homologa en los cromosomas
de Streptococcus thermophilus se llevaron a cabo mediante subclonacién en el sistema pCR2.1TOPO de Invitrogen,
posterior clonacion en el sistema pORI usando Escherichia coli como hospedante y las construcciones por Gltimo se

purificaron y transformaron en Streptococcus thermophilus tal como previamente se ha descrito (Russell y
Klaenhammer, “Applied and Environmental Microbiology” 2001, 67:43.691-4.364).

(1) Integracion de la construccion

Usando la construcciéon RT modificada por ingenieria como la mostrada en la Figura 17, se inserté la construccion
justo después de cas4, tal como se muestra en la Figura 18.

DGCC7778 parental es resistente al fago 858.
La parental tiene dos espaciadores (S1y D2) que son idénticos al ADN del fago 858.

La cepa resultante (RT) pierde resistencia al fago 858, tal como se muestra en la Tabla 1. Esto demuestra que los
genes cas necesitan estar en las inmediaciones cercanas de el(los) espaciador(es) para conferir resistencia.
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(2) Bloqueo de Casl

Tal como se muestra en la Figura 12 DGCC7778 parental se modifica por ingenieria de modo que se altera el gen
casl. Tal como se muestra en la Tabla 1, esto da como resultado una pérdida de resistencia, significando que el
casl es necesario para conferir resistencia.

(3) Bloqueo de Cas4

Tal como se muestra en la Figura 12 DGCC7778 parental se modifica por ingenieria de modo que se altera el gen
cas4.

(4) Integracion de construccion S1S2
Tal como se muestra en las Figuras 14-16 la construccion S1S2 esta integrada en DGCC7710 parental.
Compendio

Las CRISPRs (Repeticiones Palindromicas Cortas Regularmente Interespaciadas Agrupadas) (también conocidas
como SPIDR, repeticiones Directas Intercaladas de Espaciador) constituyen una familia de loci de ADN
recientemente descritos extendidos a través de los genomas procariéticos. Estan constituidos de repeticiones
palindrémicas de ADN altamente conservadas y cortas que estdn regularmente interespaciadas mediante
secuencias altamente polimdéficas de aproximadamente la misma longitud. Adicionalmente, los genes cas (genes
asociados a CRISPR) normalmente estan presentes en las inmediaciones de las secuencias CRISPR. En la
bibliografia no se ha atribuido todavia funcién fisiologica clara a las secuencias CRISPR o genes cas.

Aqui sugerimos que las secuencias CRISPR en combinacién con los genes cas se pueden usar para proporcionar
resistencia frente al &cido nucleico entrante. Particularmente, proponemos que los espaciadores dentro de los loci
CRISPR proporcionan la especificidad para la inmunidad frente al &cido nucleico entrante. Como resultado,
sugerimos que los genes cas en asociacion con las secuencias CRISPR se usen para proporcionar células con
resistencia frente a las secuencias particulares de acido nucleico, tales como de bacteri6éfagos, de plasmidos, de
transposones y secuencias de insercion. Adicionalmente, estos elementos se pueden manipular para generar
inmunidad dirigida frente a secuencias particulares de acido nucleico, tales como componentes de fago, genes de
resistencia a antibiotico, factores de virulencia, secuencias novedosas, elementos indeseables y similares. Por tanto,
el conocimiento simple de las secuencias de espaciador CRISPR entre otras para una cepa bacteriana dada seria
una ventaja determinar su lisotipo (el lisotipo define la resistencia/sensibilidad de una bacteria dada a diversos
bacteriéfagos) y predice su capacidad de sobrevivir a la exposicion a secuencias definidas de acido nucleico. Por lo
tanto, la caracterizacion de los loci CRISPR en las bacterias podria ayudar a determinar, predecir y modificar la
interaccion hospedante-fago. La aplicacion particular de la modificacién por ingenieria genética de CRISPR, por
adicion, delecion o modificacién de las secuencias de espaciador, podria conducir a variantes bacterianas
resistentes a fago.

Las CRISPRs (Repeticiones Palindrémicas Cortas Regularmente Interespaciadas Agrupadas), también conocidas
como SPIDR (Repeticiones Directas Intercaladas de Espaciador), forman una nueva familia de secuencias repetidas
que se han identificado en secuencias de genoma completo, en numerosos procariotas, mayormente en
cromosomas pero también en plasmidos (Mojica et al., 2000; Jansen et al., 2002a). Los loci CRISPR estan
constituidos de repeticiones de ADN cortas y altamente conservadas (24 a 40 pb, repetidas entre 1 y 140 veces) que
son parcialmente palindrémicas. Mientras hay ciertos limites a la degeneracién de base entre repeticiones de
diferentes loci y especies, no hay secuencia conservada absoluta a través de todas las repeticiones observadas.
Ademas las repeticiones estan aparentemente orientadas dentro de un locus particular, con respecto a los genes
proximos. Estas secuencias repetidas (normalmente especificas a una especie) estan interespaciadas mediante
secuencias polimorficas de longitud constante (20 a 58 pb dependiendo del CRISPR) que estan disefiados como
“espaciadores”. Se han encontrado hasta 20 loci CRISPR diferentes dentro de un cromosoma sencillo. La Figura 1
describe una de la CRISPR identificada en Streptococcus thermophilus CNRZ1066.

Por ejemplo, el genoma de S. thermophilus LMG18311 contiene 3 loci CRISPR. Las secuencias repetidas de 36 pb
son diferentes en CRISPRL1 (34 repeticiones), CRISPR2 (5 repeticiones) y CRISPR3 (una secuencia sencilla); sin
embargo, estan perfectamente conservadas dentro de cada locus. Las repeticiones CRISPR1 y CRISPR2 estan
respectivamente interespaciadas por 33 y 4 secuencias de 30 pb de longitud. Todos estos espaciadores son
diferentes entre si (aparte de las excepciones menores: muy pocos espaciadores pueden estar presentes dos veces
dentro de un locus CRISPR dado). También son diferentes de aquellos encontrados en otras cepas, tales como
CNRZ1066 (41 espaciadores dentro de CRISPR1) o LMD-9 (16 espaciadores dentro de CRISPR1 y 8 dentro de
CRISPR3), las cuales son cepas de S. thermophilus que tienen genomas muy similares.

Aungque la funcién bioldgica de los loci CRISPR no es conocida se han propuesto algunas hipétesis. Por ejemplo, se
ha propuesto que pueden estar implicados en el acoplamiento del cromosoma a una estructura celular, o en la
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replicacién del cromosoma y particion del replicon, pero no se ha informado de demostracion experimental para
confirmar estas hipétesis.

Generalmente, los loci CRISPR estan inmediatamente adyacentes a un grupo de 4 a 7 genes que se han
denominado genes cas (del Inglés “CRISPR-associated”, “Asociados a CRISPR”)(Jansen et al., 2002b). Actualmente
no se ha atribuido un papel fisiolégico claro a las proteinas Cas, pero para algunas de ellas la presencia de motivos
de proteina particulares sugiere que podrian actuar como una girasa de ADN o una polimerasa de ADN. Estos
grupos de 4 a 7 genes cas, que o bien se originan a partir de diferentes loci dentro de un genoma dado o se originan
a partir de diferentes microorganismos, se pueden distinguir y agrupar en diferentes tipos en base a la similitud de
secuencia. Uno de nuestros principales descubrimientos es que un conjunto dado de genes cas siempre esta
asociado con una secuencia repetida dada dentro de un locus CRISPR particular. En otras palabras, los genes cas
(o proteinas Cas) parecen ser especificos a una repeticion de ADN dada, queriendo decir que los genes cas (0
proteinas Cas) y la secuencia repetida podrian formar un par funcional. Los analisis de grafico de puntos indican que
los agrupamientos (“cluster”) y los grupos obtenidos cuando se analizan las secuencias de proteina Cas son
similares a los obtenidos cuando se analizan las repeticiones CRISPR (tal como se muestra en la figura 2).

En S. thermophilus, una especie bacteriana para la cual se han secuenciado varios genomas de fago, los
espaciadores de 30 pb con frecuencia son idénticos al ADN del fago (Figura 3). Esta observacion también se ha
realizado para las secuencias de espaciador de muchos otros géneros y especies bacterianas para las cuales se
conocen las secuencias de ADN de fago. Ademéas se ha mencionado previamente en al menos dos publicaciones
recientes (Pourcel et al., 2005; Mojica et al., 2005). Por otro lado la ausencia de la similitud de secuencia significante
para las secuencias de espaciador restantes se puede explicar mediante el hecho de que solamente unos pocos
genomas de fago estan disponibles en este momento. En base a las muy altas similitudes de secuencia de ADN
entre algunos espaciadores CRISPR y las secuencias de bacteri6fago, proponemos que la especificidad de los
espaciadores CRISPR participa en la determinacion del lisotipo de cepa. Para soportar el propésito de un efecto de
las secuencias del espaciador CRISPR sobre la inmunidad bacteriana frente a bacteriéfagos, se encontrdé que una
proporcion significante de parejas para espaciadores en secuencias de genoma de bacteriéfago se da dentro de los
genes probablemente implicados en la especificidad hospedante (véase figura 3). Otra hipotesis podria ser que las
secuencias de espaciador son reconocidos por la bacteria como ADN exdgeno. Por tanto, la bacteria eliminaria la
molécula de acido nucleico que porta esta secuencia al entrar en la célula. Un argumento que soporta esta idea es la
estructura peculiar deducida de CRISPR. De hecho, proponemos que los elementos de repeticiéon proporcionan una
caracteristica estructural mientras los espaciadores contienen la secuencia que proporciona la inmunidad especifica
frente el acido nucleico entrante. Las repeticiones palindromicas tienen el potencial para formar estructuras de
“hairpin” (horquilla) muy estables (véase figura 4), y estan separados por espaciadores cuyo tamafio corresponde a
mas o menos 3 vueltas de la hélice de ADN (aunque pueden variar entre 2 y 5). Por tanto, cualquier locus CRISPR
podria estar altamente estructurado en una serie de hairpins de ADN regularmente espaciadas.

Ventajosamente, el lisotipo de una cepa bacteriana dada se puede modificar o bien por generacion natural de
derivados resistentes (Mutantes Insensibles a Bacteriéfago), o por ingenieria genética. Especificamente, las
soluciones de la ingenieria genética pueden estar disefiadas mediante, por ejemplo, adicién, mediante delecion o
mediante modificacién de las secuencias espaciador o incluso un locus CRISPR completo.

Ejemplos de aplicaciones de esta invencion incluyen, pero no se limitan a:

() Resistencia a fago. Los espaciadores CRISPR particulares derivados del ADN bacteriéfago se pueden
afiadir dentro de un locus CRISPR del hospedante bacteriano para proporcionar resistencia frente a este
bacteriéfago particular, previniendo asi el ataque del fago. Adicionalmente, regiones particulares dentro del
genoma del fago (proteinas de especificidad a hospedante) pueden estar dirigidas a proporcionar
reconocimiento particular fago-hospedante, o a estar altamente conservadas dentro del ADN del fago, tal como
las secuencias de helicasa 0 genes de primasa, proteinas estructurales de cabeza y cola, o proteinas con
dominios conservados (por ejemplo, helicasa, holin, lisina y otros) o secuencias conservadas entre los genes
importantes de fago.

(i) Resistencia a transferencia de plasmido. Los espaciadores CRISPR particulares derivados del ADN
plasmido se pueden afiadir dentro de un locus CRISPR de bacteria para proporcionar resistencia frente a este
plasmido particular, previniendo asi la transferencia de ADN exdgeno en el microbio. Especificamente, las
regiones particulares dentro del ADN plasmido pueden estar dirigidas a proporcionar inmunidad frente a ADN
plasmido, tal como las secuencias dentro del origen de replicacion del plasmido.

(iii) Resistencia a elementos genéticos moviles. Los espaciadores CRISPR particulares derivados del ADN del
elemento genético movil se pueden afiadir dentro de un locus CRISPR de bacteria para proporcionar
resistencia frente a elementos genéticos méviles tal como elementos transponibles y secuencias de insercion,
previniendo asi la transferencia de ADN exdgeno y deriva genética. Especificamente, las regiones particulares
dentro de los transposones y las secuencias de insercién pueden estar dirigidas a proporcionar inmunidad
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frente a elementos genéticos moviles. Por ejemplo, las dianas pueden incluir transposones conjugativos
(Tn916), transposones clase Il (Tn501) o secuencias de inserciones (IS26).

(iv) Resistencia a genes de resistencia a antibiético. Los espaciadores CRISPR particulares derivados de los
genes que codifican resistencia a antibiético se pueden afiadir dentro de un locus CRISPR de bacteria para
prevenir la transferencia de los genes que confieren resistencia a antibidticos en el hospedante bacteriano,
reduciendo asi el riesgo de adquirir marcadores de resistencia a antibiético. Por ejemplo, las dianas pueden
incluir vanR, un gen que confiere resistencia a vancomicina, o teR, un gen que confiere resistencia a
tetraciclina,o que fija como objetivo inhibidores beta-lactamasa.

(v) Resistencia a genes que codifican factores de virulencia. Los espaciadores CRISPR patrticulares derivados
de genes que codifican factores de virulencia se pueden afiadir dentro de un locus CRISPR de bacteria para
proporcionar resistencia frente a la transfecciéon de genes que confieren virulencia en la bacteria. Por ejemplo,
los factores que comunmente contribuyen a virulencia en los patégenos microbianos se puede dirigir, tal como
toxinas, intemalinas y hemolisinas.

(vi) Diagnésticos. Los espaciadores CRISPR dentro de una bacteria particular se pueden detectar o secuenciar
para predecir/determinar la probable sensibilidad de microbios particulares a bacteriéfago, y usarse asi como
un indicador de lisotipo para la seleccion microbiana.

(vii) Resistencia a secuencias novedosas. Las secuencias novedosas de espaciador se pueden sintetizar de
novo, modificar por ingenieria e integrar en un CRISPR dentro un hospedante bacteriano seleccionado para
proporcionar resistencia a una secuencia particular idéntica y novedosa presente en una molécula de ADN
infectante.

Puesto que las CRISPR estan ampliamente extendidas entre las especies bacterianas, las aplicaciones
anteriormente mencionadas se podrian usar en una gran diversidad de organismos. Los loci CRISPR se han
descrito en un nimero de bacterias Gram-positivo (incluyendo bacterias de &cido lactico) y bacterias Gram-negativo.
Por tanto, los loci CRISPR en asociacion con los genes cas se pueden usar para caracterizar/modificar el lisotipo de
cepa y generar resistencia a acido nucleico en un amplio rango de bacterias. Ademas de las aplicaciones
potenciales para la resistencia a fago, se ha mencionado en la bibliografia que las secuencias CRISPR muestran
algo de homologia a elementos genéticos moviles tales como plasmidos y transposones (Mojica et al., 2005).

En un aspecto adicional, se ha proporcionado el uso de una combinacién de un locus CRISPR y uno o mas genes
cas para proporcionar resistencia frente a acido nucleico definido.

Adecuadamente, el acido nucleico es ADN.

Adecuadamente, el acido nucleico es ARN.

Adecuadamente, el &cido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un fago.

Adecuadamente, el &cido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un plasmido.
Adecuadamente, el &cido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un elemento genético movil.
Adecuadamente, el &cido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un transposon (Tn).

Adecuadamente, el acido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de una secuencia de insercion
(IS).

Adecuadamente, el acido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de elementos genéticos dirigidos
indeseables.

Adecuadamente, el acido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un gen de resistencia a
antibiotico.

Adecuadamente, el &cido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un factor de virulencia.
Adecuadamente, el &cido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de una isla de patogenicidad.

Adecuadamente, el acido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de una secuencia novedosa, para
proporcionar resistencia frente a entidades que llevan esta molécula particular.

En un aspecto adicional, se ha proporcionado el uso de CRISPR para la identificacion vy tipificacién.
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En un aspecto adicional, se ha proporcionado el uso de uno o mas genes cas y uno o mas elementos CRISPR (por
ejemplo, una o mas repeticiones CRISPR y/o espaciadores CRISPR) para modular la resistencia en una célula
frente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo.

TABLA 1
Fago 2972 Fago 858
Cepas Sobre Sensibilidad Homologia Sensibilidad | Homologia Espaciador-fago®
BIM* de Fago? Espaciador-fago® fago?
DGCC7710 - S Ctrl S Ctrl
DGCC7778 858 S >10 SNPs R 100% (2 espaciadores)
DGCC7710-RH1 858 R 100% R 100%
DGCC7710-RH2 858 R 100% R 100%
DGCC7778RT 858 S >10 SNPs S 100% pero no préoximo a cas
DGCC7778HT 858 S >10 SNPs S No espaciadores dejados
DGCC7778casl 858 S >10 SNPs S 100% (2 espaciadores)
pero casl KO
DGCC7778cas4 858 S >10 SNPs R 100% (2 espaciadores)
pero cas4 KO
DGCC7710-R2 2972 R 100% (1 S 5 SNPs
espaciador)
DGCC7710- 2972 S 100% pero no R S1S2 son 100% idénticos a
R2S1S2 préximo a cas fago 858

1 Fago usado para generar Mutantes insensibles a Bacteriéfago (BIMs, del Inglés “Bacteriophage Insensitive Mutants”)

2 Sensibilidad a Fago de la cepa, S=sensible, R=resistente como lo determinado por ensayos de punto y placa

3 Homologia entre el nuevo espaciador del mutante, extremo de la secuencia ADN del fago usado para generar los
Fagos mutantes retenia la capacidad para adsorber a los mutantes

La invencion también ser refiere a los siguientes aspectos tal como se define en los siguientes parrafos enumerados:

1.

El uso de uno o méas genes cas o proteinas para modular la resistencia en una célula frente a un acido nucleico
diana o un producto de transcripcion del mismo.

El uso de acuerdo con el parrafo 1, en el que los uno 0 mas genes cas o proteinas se usan en combinacién con
dos 0 mas repeticiones CRISPR.

El uso de acuerdo con el parrafo 2, en el que los uno o0 mas genes cas o proteinas y/o las dos o mas
repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de la misma célula).

El uso de acuerdo con el parrafo 2 6 parrafo 3, en el que los uno 0 mas genes cas o proteinas y las dos 0 mas
repeticiones CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en la misma célula.

El uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos precedentes, en el que los uno 0 mas genes cas o proteinas
se usan en combinacion con uno o mas espaciadores CRISPR.

El uso de acuerdo con el parrafo 5, en el que los espaciador(es) CRISPR esta(n) o es(son)
derivable(s)(preferiblemente, derivado(s)) a partir de un organismo que es diferente a la célula a partir de la
cual los uno 0 mas genes cas 0 proteinas y/o las dos o0 mas repeticiones CRISPR son o son derivables
(preferiblemente, derivadas).
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El uso de acuerdo con el parrafo 6, en el que el espaciador se obtiene a partir de una célula que es resistente a
un acido nucleico diana.

El uso de acuerdo con el parrafo 5, en el que el espaciador CRISPR es una secuencia de acido nucleico
sintética.

El uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 5-8, en el que el(los) espaciador(es) CRISPR tiene(n)
homologia al acido nucleico diana.

El uso de acuerdo con el parrafo 9, en el que el(los) espaciador(es) tiene(n) 100% de identidad al acido
nucleico diana sobre al menos la longitud de la zona central del espaciador CRISPR.

El uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos precedentes, en el que los uno o mas genes cas o proteinas
se usan en combinacién con al menos uno o mas espaciadores CRISPR y al menos dos 0 mas repeticiones
CRISPR.

El uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos precedentes, en el que el acido nucleico diana o producto de
transcripcion del mismo es o es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de ADN bacteriofago.

El uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos precedentes, en el que el acido nucleico diana o producto de
transcripcion del mismo es o es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de ADN plasmido.

El uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos precedentes, en el que el acido nucleico diana o el producto
de transcripcion del mismo es o es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un elemento genético movil.

El uso de acuerdo con el parrafo 14, en el que el &cido nucleico diana o el producto de transcripcion del mismo
es 0 es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un elemento transponible o una secuencia de
insercion.

El uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos precedentes, en el que el acido nucleico diana o producto de
transcripcion del mismo es o es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un gen de resistencia a
antibidtico.

El uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos precedentes, en el que el acido nucleico diana o producto de
transcripcion del mismo es o es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un acido nucleico que codifica
un factor de virulencia.

El uso de acuerdo con el parrafo 17, en el que el factor de virulencia se selecciona entre el grupo que consiste
en un &cido nucleico que codifica una toxina, una internalina y una hemolisina.

El uso de una secuencia de acido nucleico recombinante que comprende al menos un gen cas y al menos dos
repeticiones CRISPR junto con al menos un espaciador CRISPR, en el que al menos un espaciador CRISPR
es heterélogo a al menos un gen cas y/o al menos dos repeticiones CRISPR para modular la resistencia frente
a un acido nucleico diana o producto de transcripcién del mismo.

Una secuencia de &cido nucleico que consiste esencialmente en al menos un gen cas.

Una secuencia de acido nucleico que consiste esencialmente en al menos un gen cas y al menos dos
repeticiones CRISPR.

Una secuencia de &cido nucleico que consiste esencialmente en al menos un gen cas y al menos un
espaciador CRISPR.

Una secuencia de acido nucleico que consiste esencialmente en al menos un gen cas, al menos un espaciador
CRISPR y al menos dos repeticiones CRISPR.

Una secuencia de acido nucleico recombinante que comprende al menos un gen cas y al menos dos
repeticiones CRISPR junto con al menos un espaciador CRISPR, en la que el espaciador CRISPR es
heterdlogo al al menos un gen cas y/o al menos dos repeticiones CRISPR.

La secuencia de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de los péarrafos 20-24, en la que los uno o mas
genes cas Yy las dos o mas repeticiones CRISPR estan o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de
la misma célula.

La secuencia de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20-25, en la que los uno o mas
genes cas Yy las dos o mas repeticiones CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en la misma célula.

61



10

15

20

25

30

35

40

45

27.

28.

29.

30.

31.
32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

ES 2398918 T3

La secuencia de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20-26, en la que los espaciadores
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de un organismo que es diferente a la célula
a partir de la cual los uno 0 mas gene cas y/o las dos o mas repeticiones CRISPR son o son derivables
(preferiblemente, derivados).

Una construccién que comprende una o mas de las secuencias de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de
los parrafos 20-27.

Un vector que comprende una o mas de las secuencias de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de los
parrafos 20-27 o una o mas de las construcciones de acuerdo con el parrafo 24.

Una célula que comprende la secuencia de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20-27, la
construccién de acuerdo con el parrafo 28 o el vector de acuerdo con el parrafo 29.

La célula de acuerdo con el parrafo 30, en el que la célula es una célula receptora o una célula hospedante.

Un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de una célula frente a un acido
nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo que comprende las etapas de :

(i) identificar una secuencia (por ejemplo, una secuencia conservada) en un organismo (preferiblemente, una
secuencia esencial a la funcién o supervivencia del organismo);

(ii) preparar un espaciador CRISPR que sea homdlogo a la secuencia identificada;

(iii) preparar un acido nucleico (por ejemplo, un &cido nucleico recombinante) que comprenda al menos un gen
cas y al menos dos repeticiones CRISPR junto con el espaciador CRISPR; e

(iv) introducir dicho &cido nucleico en una célula para asi volver a la célula resistente a dicho &cido nucleico
diana o producto de transcripcidn del mismo.

Un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de una célula frente a un acido
nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo que comprende las etapas de:

(i) identificar uno o més espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en un organismo resistente al
acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo;

(ii) preparar un acido nucleico recombinante que comprenda al menos un gen cas o proteina y al menos dos
repeticiones CRISPR junto con dicho uno o mas espaciadores identificados; e

(iii) introducir dicho acido nucleico recombinante en una célula para volver asi a la célula resistente a dicho
acido nucleico diana o producto de transcripcioén del mismo.

Un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de una célula que comprende al
menos uno 0 Mas genes cas o proteinas y dos o mas repeticiones CRISPR frente a un acido nucleico diana o
un producto de transcripcién del mismo que comprende las etapas de:

() identificar uno o mas espaciadores CRISPR en un organismo resistente al a&cido nucleico diana o producto
de transcripcion del mismo; y

(i) modificar la secuencia de uno o mas espaciador(es) CRISPR en la célula de modo que el(los)
espaciador(es) CRISPR tengan homologia a el(los) espaciador(es) CRISPR en el organismo.

El método de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-34, en el que los uno 0 mas genes cas o proteinas y/o
las dos o mas repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de la misma
célula.

El método de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-35, en el que los espaciadores son o son derivables
(preferiblemente, derivados) a partir de un organismo que es diferente a la célula que comprende los uno o mas
genes cas o proteinas y/o las dos o mas repeticiones CRISPR.

El método de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-35, en el que los uno o0 méas genes o proteinas y las
dos repeticiones CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en la misma célula.

El método de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-37, en el que dicha modificacion comprende la
insercion de uno o mas espaciadores CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR en la célula.
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El método de acuerdo con el parrafo 38, en el que el espaciador de la célula tiene 100% de homologia al
espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR del organismo.

El método de acuerdo con el parrafo 38 o el parrafo 39, en el que dicha maodificacion comprende modificar por
ingenieria genética el espaciador CRISPR de la célula.

El método de acuerdo con el parrafo 40, en el que se modifica todo o parte del espaciador en la célula.

El método de acuerdo con el parrafo 40 o el parrafo 41, en el que dicha modificacion comprende la
modificacién de un espaciador recombinante.

El método de acuerdo con cualquiera de los parrafos 40-42, en el que dicha modificacion se da a través de
mutacion o mutagénesis espontanea.

Un método para modular (por ejemplo, reducir o disminuir) la resistencia de una célula que comprende al
menos uno 0 MAas genes cas o0 proteinas y dos o mas repeticiones CRISPR frente a un acido nucleico diana o
un producto de transcripcién del mismo que comprende las etapas de:

(i) identificar uno o mas espaciadores CRISPR en un organismo que es sustancialmente resistente al acido
nucleico diana o producto de transcripcion del mismo; y

(i) modificar la secuencia de al menos uno o mas espaciador(es) CRISPR en la célula de modo que los
espaciador(es) CRISPR tengan un grado reducido de homologia a el(los) espaciador(es) en el organismo.

El método de acuerdo con el parrafo 44, en el que se someten a delecion al menos uno o méas espaciador(es)
CRISPR en la célula.

El método de acuerdo con el parrafo 44 o el parrafo 45, en el que se someten a delecion al menos una o mas
repeticion(es) CRISPR en la célula.

El método de acuerdo con cualquiera de los parrafos 44-46, en el que se someten a delecion uno 0 mas genes
cas.

El método de acuerdo con cualquiera de los péarrafos 44-47, en el que se someten a delecién CRISPR y/o uno
0 Mas genes cas.

Un método para modular (por ejemplo, reducir o disminuir) la resistencia de una célula que comprende al
menos uno 0 MAas genes cas o proteinas y dos o mas repeticiones CRISPR frente a un acido nucleico diana o
un producto de transcripcién del mismo que comprende la modificacidn de uno o mas genes cas o proteinas
y/o dos 0 més repeticiones CRISPR en la célula.

El método de acuerdo con el parrafo 49, en el que se somete a delecién los uno o mas genes cas o proteinas
y/o dos 0 més repeticiones CRISPR en la célula.

Un método para identificar un espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR para usarse en la modulacion
de la resistencia de una célula frente a un acido nucleico o un producto de transcripcién del mismo que
comprende las etapas de:

(i) preparar una célula que comprenda al menos dos repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteina;

(i) identificar al menos un espaciador CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en un organismo que es
sustancialmente resistente al acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo;

(iif) modificar la secuencia del espaciador CRISPR en la célula de modo que el espaciador CRISPR tenga
homologia al espaciador del organismo; y

(iv) determinar si la célula modula resistencia frente al 4cido nucleico diana o producto de transcripcién del
mismo,

donde la modulacién de la resistencia de la célula frente al 4cido nucleico diana o producto de transcripcion del
mismo es indicativo de que el espaciador CRISPR modula la resistencia de la célula.

Un método para identificar un gen cas para usarse en la modificacién de la resistencia de una célula frente a un
acido nucleico diana o producto de transcripcién del mismo que comprende las etapas de:

(i) preparar una célula que comprenda al menos un espaciador CRISPR y al menos dos repeticiones CRISPR;
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(i) modificar por ingenieria la célula de modo que comprenda al menos un gen cas; y

(i) determinar si la célula modula resistencia frente al acido nucleico diana o producto de transcripcién del
mismo,

donde la modulacién de la resistencia de la célula frente al &cido nucleico diana o producto de transcripcion del
mismo es indicativo de que el gen cas se puede usar para modular la resistencia de la célula.

Un método para identificar una repeticion CRISPR para usarse en la modulacion de la resistencia de una célula
frente a un acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo que comprende las etapas de:

(i) preparar una célula que comprenda al menos un espaciador CRISPR y al menos un gen cas;
(i) modificar por ingenieria la célula de modo que contenga la repeticion CRISPR; y
(iii) determinar si la célula modula resistencia frente al acido nucleico o producto de transcripciéon del mismo,

donde la modulacién de la resistencia de la célula frente al &cido nucleico diana o producto de transcripcién del
mismo es indicativo de que la repeticion CRISPR se puede usar para modular resistencia.

Un método para identificar una combinacién funcional de un gen cas y una repeticion CRISPR que comprende
las etapas de:

(a) determinar las secuencias del gen cas y la repeticiéon CRISPR,;

(b) identificar uno o mas grupos de los genes cas como los determinados por el analisis de comparacion de
secuencia;

(c) identificar uno 0 més grupos de repeticiones CRISPR; y
(d) combinar aquellas secuencias de gene cas y repeticion CRISPR que caen dentro del mismo grupo,

donde la combinacion de las secuencias de gen cas y repeticion CRISPR dentro del mismo grupo es indicativo
de que la combinacién es una combinacién funcional.

El método de acuerdo con el parrafo 54, en el que las secuencias de nucledtidos del gen cas y la repeticion
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de las mismas o diferentes cepas.

El método de acuerdo con el parrafo 54, en el que las secuencias de nucleétidos del gen cas y la repeticion
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de las mismas o diferentes especies.

El método de acuerdo con el parrafo 54, en el que las secuencias de nucleétidos del gen cas y la repeticion
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de los mismos o diferentes géneros.

El método de acuerdo con el parrafo 54, en el que las secuencias de nucle6tidos del gen cas y la repeticion
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de los mismos o diferentes organismos.

Un método para modular el lisotipo de una célula bacteriana que comprende uno o mas genes cas o proteinas
y dos 0 mas repeticiones CRISPR que comprende las etapas de:

() identificar uno o mas seudo espaciadores CRISPR en la secuencia genémica de un bacteriéfago frente al
cual se modula la resistencia; y

(i) modificar la secuencia de uno o mas espaciadores CRISPR de la célula bacteriana de modo que el(los)
espaciador(es) de la célula bacteriana tenga(n) homologia a el(los) seudo espaciador(es) CRISPR del
bacteriéfago frente al cual se modula la resistencia.

Un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de una célula bacteriana frente a
un bacteriéfago que comprende las etapas de:

(i) identificar una secuencia (por ejemplo una secuencia conservada) en un bacteriéfago (preferiblemente, una
secuencia esencial a la funcién o supervivencia del bacteriéfago);

(ii) preparar un espaciador CRISPR el cual es homologo a la secuencia identificada;

(iii) preparar un acido nucleico que comprenda al menos un gen cas y al menos dos repeticiones CRISPR junto
con el espaciador CRISPR; e

64



10

15

20

25

30

35

40

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.
71.
72.
73.
4.
75.

ES 2398918 T3

(iv) introducir dicho acido nucleico en la célula bacteriana para asi volver a la célula bacteriana resistente a
dicho acido nucleico diana o producto de transcripcién del mismo.

Un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de una célula bacteriana frente a
un acido nucleico diana o producto de transcripcién en un bacteriéfago del mismo que comprende las etapas
de:

(i) identificar uno o mas seudo espaciadores CRISPR en un genoma de bacteriéfago que es capaz de
proporcionar resistencia al &cido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo;

(i) preparar un acido nucleico recombinante que comprende al menos un gen cas y al menos dos repeticiones
junto con dichos uno mas seudo espaciadores CRISPR identificados; e

(iii) introducir dicho acido nucleico recombinante en dicha célula bacteriana para asi volver a la célula
bacteriana resistente a dicho &cido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo.

Un método para modular la resistencia de una célula bacteriana que comprende uno o mas genes cas 0
proteinas y dos o mas repeticiones CRISPR frente a un &cido nucleico diana o producto de transcripcion del
mismo en un bacteriéfago que comprende las etapas de:

(i) identificar uno 0 més seudo espaciadores CRISPR en un bacteriéfago que es capaz de proporcionar
resistencia a un acido nucleico diana o producto de transcripcion del mismo;

(i) identificar uno 0 més espaciadores CRISPR en una célula bacteriana en la cual se modula la resistencia; y

(iii) modificar la secuencia de el(los) espaciador(es) en la célula bacteriana en la cual se modula la resistencia
de modo que el(los) espaciador(es) tengan un grado mayor de homologia a el(los) seudo espaciador(es)
CRISPR del bacteriofago frente al cual se modula la resistencia.

El método de acuerdo con el parrafo 61 o el parrafo 62, en el que el &cido nucleico diana en el bacteriéfago es
una secuencia de acido nucleico altamente conservada.

El método de acuerdo con cualquiera de los péarrafos 61-63, en el que el acido nucleico diana en el bacteriéfago
codifica una proteina de especificidad a hospedante.

El método de acuerdo con cualquiera de los parrafos 61-64, en el que el acido nucleico diana en el bacteri6fago
codifica una proteina que es esencial para la supervivencia, replicacion o crecimiento del bacteriéfago.

El método de acuerdo con el parrafo 65, en el que el acido nucleico en el bacteriéfago codifica una helicasa,
una primasa, una proteina estructural de cabeza o cola, una proteina con un dominio conservado (por ejemplo,
holin, lisina y otros) o una secuencia conservada entre los genes importantes de fago.

Un método para determinar la resistencia de una célula frente a un &cido nucleico diana o producto de
transcripcion del mismo que comprende identificar una 0 mas combinaciones funcionales repeticion CRISPR-
cas y uno o mas espaciadores CRISPR en la célula.

El método de acuerdo con el parrafo 67, que comprende la etapa adicional de comparar la secuencia de los
uno o mas espaciadores CRISPR en la célula con la secuencia al acido nucleico diana.

El método de acuerdo con el parrafo 67 o el parrafo 68, que comprende la etapa adicional de determinar el
perfil de resistencia de la célula.

Una célula obtenida u obtenible mediante el método de cualquiera de los parrafos 32-69.

Un espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR obtenido u obtenible mediante el método del parrafo 51.
Un gen cas obtenido u obtenible mediante el método del parrafo 52

Una repeticion CRISPR obtenida u obtenible mediante el método del parrafo 53.

Una combinacién funcional obtenida u obtenible mediante el método de cualquiera de los parrafos 54-58.

Un locus CRISPR recombinante que comprende un espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR de
acuerdo con el parrafo 71, y/o un gen cas de acuerdo con el parrafo 72, y/o una repeticién CRISPR de acuerdo
con el parrafo 73 y/o una combinacion funcional de acuerdo con el parrafo 74.
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El uso de una célula de acuerdo con el parrafo 70, un espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR de
acuerdo con el parrafo 71, un gen cas de acuerdo con el parrafo 72, una repeticion CRISPR de acuerdo con el
parrafo 73 o una combinacion funcional de acuerdo con el parrafo 74 para modular la resistencia de una célula
frente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcion del mismo.

Un cultivo celular que comprende una célula de acuerdo con el parrafo 70, un espaciador CRISPR o seudo
espaciador CRISPR de acuerdo con el parrafo 71, un gen cas de acuerdo con el parrafo 72, una repeticion
CRISPR de acuerdo con el parrafo 73 o una combinacion funcional de acuerdo con el parrafo 74 para modular
la resistencia de una célula frente a un acido nucleico diana o un producto de transcripcién del mismo.

El cultivo celular de acuerdo con el parrafo 77, en el que dicho cultivo es un cultivo iniciador o un cultivo
probiético.

Un producto alimenticio o comida que comprende el cultivo de acuerdo con el parrafo 77 o el parrafo 78.

Un proceso para preparar un producto alimenticio o comida que comprende el uso del cultivo de acuerdo con el
péarrafo 77 o el parrafo 78.

Un producto alimenticio o comida obtenido u obtenible mediante el proceso del parrafo 80.
El uso del cultivo de acuerdo con el parrafo 77 o el parrafo 78 para preparar un producto alimenticio.

Una secuencia de nucleétidos que comprende o consiste en la secuencia descrita en cualquiera de SEC. ID
N°s 7-10 y SEC. ID. N°s 359 a 405 o una variante, fragmento, homologo o derivado de la misma.

Una secuencia de aminoéacidos codificada por la secuencia de nucleétidos de acuerdo con el parrafo 83.

Una construcciéon o vector que comprende uno o mas de las secuencias de nucleétidos de acuerdo con el
péarrafo 83.

Una célula hospedante en la cual se ha incorporado una o méas de las secuencias de nucleétidos de acuerdo
con el parrafo 83 o la construccion o vector de acuerdo con el parrafo 85.
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<210> 1

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 1

gtttttgtac tctcaagatt taagtaactg tacaac
<210> 2

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 2

gtttttgtat tctcaagatt taagtaactg tacagt
<210> 3

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 3

gtttttgtac tctcaagatt taagtaactg tacagt
<210> 4

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 4

gtttttgtac tctcaagatt taagtaaccy tacaac

<210>5
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<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 5

gtttttgtac tctcaagatt taagtaactg tgcaac
<210> 6

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 6

gtttttgtac tctcaagatt taagtagctg tacagt
<210>7

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 7

gtttttgtac tctcaagata taagtaactg tacaac
<210>8

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 8

gtttttgtac tctcaagatc taagtaactg tacaac
<210>9

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 9

gtttttgtac tctcaagatg taagtaactg tacaac
<210> 10

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 10

gtctttgtac tctcaagatt taagtaactg tacaac

<210>11
<211> 36
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 11

aaaaaagtcc cctctcgagg taattaggtt tatatc
<210>12

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 12

gtttccgtec cctectcgagg taattaggtt tatate
<210> 13

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 13

gttttagagc tgtgttgttt cgaatggttc caaaac
<210> 14

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 14

gttttaaagc tgtgctgtta ttatgctagg gcacca
<210>15

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 15

gttttagagc tgtgctgttt cgaatggttc caaaac
<210> 16

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 16

gttttagagc tgtgctgtta ttatgctagg acatca
<210> 17

<211> 36
<212> ADN
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<213> Streptococcus mutans

<400> 17

gttttagagc catgttagtt actgatttac taaaat
<210> 18

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
<400> 18

gttttagagc tatgctgttt tgaatggtcc caaaac
<210> 19

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
<400> 19

gttttagagc tatgctgttt tgaatggtct ccattc
<210> 20

<211> 33

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
<400> 20

ctttcaatcc actcacccat gaagggtgag acg
<210> 21

<211> 33

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
<400> 21

atttcaatcc actcacccat gaagggtgag act
<210> 22

<211> 33

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
<400> 22

atttcaatcc actcacccat gaagggtgag acc
<210> 23

<211> 30

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus
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<400> 23
agaacgtatt ccaaaacctc tttacgatta

<210> 24

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 24

ttaactgtta tcaaaatgat aagatagtct
<210> 25

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 25

cgttgatgtt tattcaagta aaataattaa
<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 26

tcctttcacg ggtagcacac taacatacac
<210> 27

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 27

gttggcaatg caaacaacct ttatgaaccg
<210> 28

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 28

tttatttcct tgcgataacg ttccaccttt
<210> 29

<211> 30

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus
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<400> 29

agattataag gaacacaacc aactatatag
<210> 30

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 30

acgacatcaa gctgattgtc ttctacataa
<210> 31

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 31

tttggaatac tgaatgtttt actgaaaatc
<210> 32

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 32

acaccactat cttttcctcc tgaaaatgaa
<210> 33

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 33

gtaattccac gaaattatca accttatgca
<210> 34

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 34

ttggaggatt gccccatatt cccaagagt
<210> 35

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 35
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gagaggcgtt aaatatagaa atgcaagatt

<210> 36

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 36

ttttaacgtc atcagtccac cgccttaaat
<210> 37

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 37

cacctctttc gatggaaagg tatccttcta
<210> 38

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 38

gaccaaagtt tgattataga gctatacacc
<210> 39

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 39

accatcattc ttaccattac aactgtaatg
<210> 40

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 40

atacgaattc ggttcgcaca attacaattc
<210>41

<211> 32

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 41
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tatcaacgca atcattacaa caacttcaaa ca

<210> 42

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 42

atctacgtgt caatacatat cacaaaacag
<210> 43

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 43

atttttagaa atttctgata taataatga
<210> 44

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 44

ttgttggaac aaggacgact tggtaaacta
<210> 45

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 45
catattaagc tgactgggcc taatgcetitt

<210> 46

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 46

ttcatagcat accgtagttg taaaatctat
<210> 47

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 47

aacatttagg gaatgaaatt gataagactg
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<210> 48

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 48

aacatgagaa actgtagaaa acaagcaata
<210> 49

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 49

tggtgaagat ggcagtcata aatggcacat t
<210> 50

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 50

aagggttgaa aaatgttggt atatcaaacg
<210> 51

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 51

ttctggtagt ggatttagtc aaacagatgt
<210> 52

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 52

tccatagagc gicttaaaca aagaatagtc
<210> 53

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 53

ttatgattga atgacatggt tgtataagta

<210> 54
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<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 54

tttctttagg aataccaggg agttcagctt
<210> 55

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 55

tggcagagat tacacagcaa cggaaacagc
<210> 56

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 56

gggtatcatt gtatctagtg atggacctga
<210> 57

<211> 30

<212> ADN

3> Streptococcus thermophilus
<400> 57

atttgaaaaa tgcacaacag cgtttgatag
<210> 58

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 58

gagctaccag ctaccccgta tgtcagagag
<210> 59

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 59

cgttcctttt ttcaaggtaa tctttgaaag

<210> 60
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 60

aagtccgtaa gcaccagttc caatcgtcat
<210> 61

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 61

ttgaatacca atgccagctt cttttaaggc
<210> 62

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 62

aacctcatac atggggaaaa ttggtaagta
<210> 63

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 63

taacttcatt agtgtagttg taattagcat
<210> 64

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 64

ttagctaccc aaatatcttc tgttttccaa
<210> 65

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 65

gagttttcaa tattggcaca ggagacaatt
<210> 66

<211>30
<212> ADN

ES 2398918 T3

30

30

30

30

30

30

78



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 66

tgatactatt ttagtcagat atgaaatatc
<210> 67

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 67

tcatcaatgt ttaaagccca acaatacatg a
<210> 68

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 68

tagatttaat cagtaatgag ttaggcataa
<210> 69

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 69

aggaaaatag catgagcgta caacaatcta
<210> 70

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 70

tgtctatcac gcttcctaag tgcatgaaaa
<210>71

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 71

atgtcaccaa tcactaaaga acctacgctg
<210> 72

<211>30
<212> ADN
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<213> Streptococcus thermophilus
<400> 72

aacatcttcc tctccgattg caaatagtgc
<210> 73

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 73

catatttggt gcccgticga taaagagta
<210> 74

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 74

cattaaatcg cttgaagcag acattgaagc
<210> 75

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 75

gacttatctt ggaaggtagt gaaggcactt
<210> 76

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 76

tccttgecat ctgcactgta agcccaagca
<210> 77

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 77

tagtacgcat aatcaattca tcaagcttga
<210> 78

<211> 30

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus
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<400> 78
gtagtgaccc aaaattctat gaccttgaaa

<210> 79

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 79

agattgtggt gcttacggaa aattccttgt
<210> 80

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 80

tggcaagaag tgtaagagat gcaatggata
<210> 81

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 81

tttattatca ttattcttct tcccaagcgt
<210> 82

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 82

ttttatagaa tttggtggtg aactttttca
<210> 83

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 83

aatgggtcac agattgccat aataaggag
<210> 84

<211> 30

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus
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<400> 84

ccgaggtcac tttagaaccc acaaaataag
<210> 85

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 85

atgagagaac acagtataga ccctgataca
<210> 86

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 86

cagtattaat gaggtttggg tggtcattcc
<210> 87

<211>31

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 87

ccatactctc tatcagttca tttaattctt c
<210> 88

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 88

taatatgtcg ctctactgat tccaaaacgg
<210> 89

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 89

atgaattaca ttcatgattt tatcgagttt
<210> 90

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 90
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cgtgccattg tttcggtcgg acgtgggea

<210>91

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 91

ctttctaagt tgaattaaat tcaagttttg
<210> 92

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 92

tcgctactat ggttaacgat gaggaactct
<210> 93

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 93

agcaacttta aaactaaaag agctacttga
<210> 94

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 94

aaaaccctac acagtgtgtg agatgtgtca
<210> 95

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 95

aatgggtcac agattgccat aataaggagg
<210> 96

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 96
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tittttaaaa tccgtcatgce tatactatat
<210> 97
<211>30

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 97

aattcaaact ttctccaata ataccctcca
<210> 98

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 98

catgctttca gttaataaga cgtgggacta
<210> 99

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 99

tggaaggggt gtctagtgaa gaaattgtcg
<210> 100

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 100

ctcgaagcgc ttcattgccc tattectttc
<210> 101

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 101

atgtctaagg tatccactcg tgaaatcat
<210> 102

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 102

atattaatgg aaatttcatt caaacgcagt
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<210> 103

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 103

tagagagttt atatcctgat ggaatcgatg
<210> 104

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 104

tggcgaatta gagagccaat ggcaagcaag
<210> 105

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 105

agaagaccaa taaacttgag aaaaagcaag
<210> 106

<211> 30

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 106aaatggtcgt ttaattgtta atgtcaaagc
<210> 107

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 107

caattgattc taaaatgctt ggtacacgta
<210> 108

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 108

tcttegtgtt atcacagctt ctacacgttg

<210> 109
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 109

gaaatctcat tgaaaccaac ttcaagacca
<210> 110

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 110

tgcttggtag ttgatgcact gcattagtaa
<210> 111

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 111

aatgtaccgg aatagcgtta cattgcacat
<210> 112

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 112

ttcataaatt ctcacttttc cttactattc
<210> 113

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 113

tgtcgaaaaa attacctagt cacgacagac
<210> 114

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 114

caacaattac ttatgcatta ggaacatctg
<210> 115

<211>30
<212> ADN
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<213> Streptococcus thermophilus
<400> 115

aattcgtgaa aaacaataaa aacaaaaaaa
<210> 116

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 116

taacatttct gtccatttct tccttgatge
<210> 117

<211> 28

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 117

caaggcaact caaccaacca aattgacc
<210> 118

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 118

ctaaaatcgt aaatggtaag ttgcacgatg
<210> 119

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 119

aacgtaagga gtttttttat ttctttgtta
<210> 120

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 120

gtggaaaatt tcacacccta catatatcaa
<210> 121

<211> 30

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus
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<400> 121
cctctgetaa tgacttaaac ggctegtttt

<210> 122

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 122

aaaatcaaag tittgggttt gtctacgttg
<210> 123

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 123

atatgtacat acctaaagaa aacacgggca
<210> 124

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 124

cgttgtcaaa atatgtgatt actttgtatt
<210> 125

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 125

ccatagctgt aatgttgttt gtgactgctt
<210> 126

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 126

cgctaagttt ggctttaagt ataacaagct
<210> 127

<211> 30

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus
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<400> 127
aaagtacgct tcaaggcacg ttgaagacat

<210> 128

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 128
ctttttaacg tgttagcgtc tttagcetttg

<210> 129

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 129
ttggcttcgt gaataatttt taaaacgcat

<210> 130

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 130
tgttgaatca atacgctgaa acacactccc

<210> 131

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 131
cgttatcagt tgaaagtttc aactcgtaag

<210> 132

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 132
taaactagtt ggcatctatg ctccaggaag

<210> 133

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 133
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tagaccacca tagccgagtt gtctttttcg
<210> 134

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 134acatcccact ttctgggttt tttagccatg
<210> 135

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 135

agtatggcta ttgtcctgat actcatccac
<210> 136

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 136

cgctcttgac gtggctggtg acatctacge
<210> 137

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 137

gagtacatgg agtttctgct agatacacta
<210> 138

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 138

taagttatga aatataaagt tattgtcta
<210> 139

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 139

aacgttatga catttaggag cttccaaatt

<210> 140
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<211>29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 140

aacacagcaa gacaaaagga tgacacttt
<210> 141

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 141

caaccataac ttacgcatca ggtacatctg
<210> 142

<211> 29

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 142

acacgcgctt acctcgtata tcaaattca
<210> 143

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 143

tgccecgeaaa ctagcgatac acaacagcat
<210> 144

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 144

ctcaagctct tcatctgtga taggtgtttt g
<210> 145

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 145

atcactcttt gatagtatct caaacgctgg

<210> 146
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 146

gaaacagtca gaccagctaa ttcgccaatt
<210> 147

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 147

atatttcgaa agatacaagg acacttacac
<210> 148

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 148

gcggatgaaa cacaacttca attgtattca
<210> 149

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 149

taatgctaca tctcaaagga tgatcccaga
<210> 150

<211>31

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 150

acgtctgtct aactggaaag tacctgctaa t
<210> 151

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 151

ctgttctcta atcgagaggc gcgtgattga
<210> 152

<211>30
<212> ADN
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<213> Streptococcus thermophilus
<400> 152
aaacctcact agtcacttag tgcggttagg

<210> 153

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 153
tattaagttt agtcccaggt ttcttatcgt

<210> 154

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 154aaaccaataa acataccgat tgctgccaat

<210> 155

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 155gcaaacgtta gcccaggaaa gcatcatgaa

<210> 156

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 156aagagcaaaa aataactcta gctctcgtcc
<210> 157

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 157aagaaacctc taagttgagc atttaatgat
<210> 158

<211>29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 158

atatagtttt aaactttctt gaccttctg

<210> 159
<211>29
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 159

acgttgatga atattgttga taaacttta
<210> 160

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 160

caagaagtga acaaagtaca cgctggaagt
<210> 161

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 161

gacagcaaga tacacgtagt tgatgaattg
<210> 162

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 162

taagaaatca acgcagattt ttagccaaca
<210> 163

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 163

taacccaata attacagtga agcacaatag
<210> 164

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 164

caggcgtaag gtatgctaat tataacgat

<210> 165
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 165

gctatcgaac taatagctta gaggaactca
<210> 166

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 166

gtggaatatt aagcccgaat tgttgcagca
<210> 167

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 167

tattgcaata tttgcgtttg ggaaaccttc
<210> 168

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 168

cgtctgtcta actggaaagt accggctaat
<210> 169

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 169

aaagagatgt acccatccat tctaacaggt
<210> 170

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 170

ggggagttga ttcttacat caaaacaatg

<210> 171
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 171

catcaaagtt gaaaaggact acaacagccc
<210> 172

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 172

cttaaattta gagcgtggga tcttgaatat
<210> 173

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 173

atataccgat ggcacatctg aaactggctg
<210> 174

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 174

taactcatat gtatcttgac caactatttt
<210> 175

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 175

aaatagcacc tctaagcgtt aatggtattc
<210> 176

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 176

aatatctaca ggtcactaca aagctacgct

<210> 177
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 177

gttggggatgt gtttgtaacg gcgtatgcta
<210> 178

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 178

tcaatcaggt gacggtgatg cttatattaa
<210> 179

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 179

catacatgat agtttgtcaa cacttttgat
<210> 180

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 180

tcagcatttg gtttacatga cccacgtctg
<210> 181

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 181

caatcaacag gtttgactga ttataacggt
<210> 182

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 182

tagctacaca tgaattttat tacaatggtg

<210> 183
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 183

cttacgtttg aaaagaatat caaatcaatg
<210> 184

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 184

ttaaaaaagg gcctttctct aaatcaagta
<210> 185

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 185

tgctgaacgt atctgtccac tgtgtggcca
<210> 186

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 186

ccgttctica aacgttaaat tccaaggtgt
<210> 187

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 187

gctgcgatta tgacaatgct gtctgtaagg
<210> 188

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 188

gaagaattta ttaataaaga tggttctgct

<210> 189
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 189

aggcagaaaa gaagtatttt ggtaagtatg
<210> 190

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 190

aaatggttta tcgacaagaa aatgaagct
<210> 191

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 191

ccaaatttgc attatacaaa acgctccttc
<210> 192

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 192

atcctaactg ctttgctaac tacatcatgg
<210> 193

<211> 29

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 193

taacaagata agattagcgt cttcaacat
<210> 194

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 194

aaaagcctat gtttgcccac tttgtggaag

<210> 195
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 195

tgtcactttc tctttctggg ttgtgccaat
<210> 196

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 196

catacttttc catctgtttg ttgtttgaaa a
<210> 197

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 197

tgagagtgtc tgatggattt attggcagcc
<210> 198

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 198

ggggttattt tccattttac cgtctatcta
<210> 199

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 199

tatcacgccc attttcattt cgccatctgt
<210> 200

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 200

aacattttaa tataatttct aaatctattg

<210> 201
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 201

tacaaaattc cttcaaacgc tatttattga
<210> 202

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 202

agagtttgaa aattattttt cagtttcta
<210> 203

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 203

ttcctcatct ttcteegett ttgetagett
<210> 204

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 204

ttgagcgttc tagtgtgtgg cttgtaatga a
<210> 205

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 205

tgaaagaaat acaatacaac gataatgacc
<210> 206

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 206

ctagttttaa gagatagctc tctaagtagg

<210> 207
<211>29
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 207

aaattcgaca taagcactac agttatatt
<210> 208

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 208

ctattttcga gagaacgtca gtcattttaa
<210> 209

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 209

gtgctaacta tatcagtcgc atcaataaca
<210> 210

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 210

ttagcggtga ttggaataga ataagcgaat
<210> 211

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 211

cttctacagc agtttaagac acattatcat
<210> 212

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 212

cgtatcgaaa acggcgataa tccaacagt

<210> 213
<211>31
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 213

caataccttt ttttaattca tcttgataag t
<210> 214

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 214

ttaagaacaa tatcatcaat acgactttca
<210> 215

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 215

catctatcaa attcaaattc ggataaacta
<210> 216

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 216

tgagagtgtc tgatggattt attggtaacc
<210> 217

<211> 29

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 217

acctcataca tggggaaaac ttgtaagta
<210> 218

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 218

tatttcacga atttctacac ttttcaacct

<210> 219
<211> 30

ES 2398918 T3
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 219

ctgaaacctt gttttgaagc gcttggaagt
<210> 220

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 220

gtcaattgat actgcaatct ctttaacatt
<210> 221

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 221

acttcaatat ggtcaacatc ttgatcaccg a
<210> 222

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 222

taaactcgac aaaagcacta catgaatatt
<210> 223

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 223

attttttaag gaaaggagga aaataatata
<210> 224

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 224

cgttcaaaac agcgaaaact taaccctaac

<210> 225
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 225

cattaagtcg cttgaggcag acattgaagc
<210> 226

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 226

ccaaactcaa attgtctata ataataaccg
<210> 227

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 227

tatctctatt tcaggtggtt taaaacattc
<210> 228

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 228

aaacgaagat ggaagcgttg atgtttattc
<210> 229

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 229

gattgcattt gccagtattt cttttgatta
<210> 230

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 230

tgaagacaac ggaaacaatc aacctatta

<210> 231
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 231

acttcttttt taatgtcatc taagacaata
<210> 232

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 232

gccaatgatg ttcaattcgt taatggaatt
<210> 233

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 233

tcaacatggg atatttcgtt ggtcaggatg
<210> 234

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 234

tatggctctc ttgttggaat aaagatgatt
<210> 235

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 235

ataacatagc agtctatttc tttgctgatg
<210> 236

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 236

gttaccacgc gccctactgt attagtggag

<210> 237
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 237

tacataccca aggttgtaag tcgttaaatt
<210> 238

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 238

tgtaagtagt caatattcac ttctgataac
<210> 239

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 239

gatagcaata gctttcttga cctaaaagac
<210> 240

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 240

gaggtctgta atttcattcc ctcgtaatct
<210> 241

<211> 29

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 241

aaaggtttct ctaaacacat gcggaatat
<210> 242

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 242

gtcatagtac caagcacaaa taacgttagt

<210> 243
<211> 30

ES 2398918 T3
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 243

gtgtatttag taatggtgat tttttaaatt
<210> 244

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 244

cattcatttt ttatatatca ataaaacttt
<210> 245

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 245

ggggattctt atttcactgt agttacgatg
<210> 246

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 246

caaaaattga tgtcacaatt aataaaggtg
<210> 247

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 247

ctatttctga caatggttga aattgtgttc
<210> 248

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 248

ctttttttaa attaatttat cgtaagcaa

<210> 249
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 249

aacaaactta tgagaacggt tgaacggctt
<210> 250

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 250

agcccgctta ttgcttcagt tggtttatat
<210> 251

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 251

tggagcaaca agaatgatta actctaatgc
<210> 252

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 252

tttgatggat atcattgata aactatacga
<210> 253

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 253

taacgaaagc aataccaatc gtgctaaagc
<210> 254

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 254

tattcctatg gtcgatattc gaacagtcaa

<210> 255
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 255

caggggacaa ggactttgac ccaacagaag
<210> 256

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 256

agaaacacct aatggtctct tagaacccga
<210> 257

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 257

aagaagttaa agacaacttt gttaaagact
<210> 258

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 258

gaaaaagcat ccatgatagt gcttagacct
<210> 259

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 259

cggaatggta taaagaatac aaagaaaacg
<210> 260

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 260

ccaagtatca cgcaaagaaa tcaacgaga

<210> 261
<211>31
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 261

ttgacctgtt tatccttgtt aactagaata g
<210> 262

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 262

agagcactag catactgttt agtccgaacg
<210> 263

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 263

aggcaaggta tttgatccaa cagaagccaa
<210> 264

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 264

catgatttac aaccacgcgc tagaccaag
<210> 265

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 265

acctagaagc atttgagcgt atattgattg
<210> 266

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 266

aattttgccc cttetttgec ccttgactag

<210> 267
<211>30

ES 2398918 T3
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 267

taatagttta ccaaatcgtc cttgttccaa
<210> 268

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 268

accattagca atcatttgtg cccattgagt
<210> 269

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 269

acgtctgtct aactggaaag tacctgttaa t
<210> 270

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 270

tttttatact ttgggtaatt acaaaatag
<210> 271

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 271

aagaaagaaa tattctagat atagatataa
<210> 272

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 272

caacgaccaa cacaacaact aaagttactg

<210> 273
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 273

tgattatggg tgttaaacaa ggagcttatg
<210> 274

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 274

tgagtggtaa gtacaaatac gcaggactga
<210> 275

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 275

ttatttcctc ctttccttaa aaaaattaga
<210> 276

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 276

ggatgtatct gttgaaagag gtgtgtatat
<210> 277

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 277

aataggtgaa aaatatgcaa gtcacacaaa
<210> 278

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 278

aaaatggcat taaaaattaa cataggaata

<210> 279
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 279

tatcagctcg taaatgttcg atagactctt
<210> 280

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 280

attccattaa cgtatttgac ttcactagct
<210> 281

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 281

ctgttaccga tccaagagca gacatcatac
<210> 282

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 282

aagaagcggt taaatgcttc aactgaatag
<210> 283

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 283

aattgctaaa catctaaaag acttaacggg
<210> 284

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 284

gatgaagatt tgactgatga taaagagaaa

<210> 285
<211> 30

ES 2398918 T3

30

30

30

30

30

30

114



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 285

gacatcagaa agcagtttat aaatatttta
<210> 286

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 286

tttgaattta acaaccttga ttttgatatc
<210> 287

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 287

tgatacggtc aaagtttttc cactaatagc g
<210> 288

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 288

atggttttca tttcctgaac ccctaagagg
<210> 289

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 289

aagttattga aaaacgccaa catgatgagt
<210> 290

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 290

atataagtcc tcctattaat atccacaata

<210> 291
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 291

ttgcctcaag agatcctgcet tgttgccaag
<210> 292

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 292

tcccatagtt ttaatgagtc ggttaactta
<210> 293

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 293

gtgtactaaa agtgtgctaa gttcataagg
<210> 294

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 294

atatagtgat tgtatccagc tgcggcgtag
<210> 295

<211> 29

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 295

aaaagcaaat cgcgagtata aaggatata
<210> 296

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 296

ttttaattga tctagacacc ctatgaaata

<210> 297
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 297

acagaggaga gaaaccatgg ctattttaga
<210> 298

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 298

tggcagcagt gaattcgatg ccgagcaat
<210> 299

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 299

ccaaggaata ccaggtccta aaggtgccga
<210> 300

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 300

ctaaatgaac tacaacaaca gcttgatga
<210> 301

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 301

taccttaaca ttttcgatat ttttcaaatt
<210> 302

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 302

titgactgct titttatctg aattgtaatt

<210> 303
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 303

cagtaaccta aagctctatc aagcctattt
<210> 304

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 304

cgtcaagctg acagaccttg acaacaaatc
<210> 305

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 305

aggcataaat aacattgata accctaaca
<210> 306

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 306

gccaacgagg tcaaatatgt caacggcatt
<210> 307

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 307

gaaataggaa cttcaaaggt aatttcttta
<210> 308

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 308

atttagagca aggaaagcag tacatcatta

<210> 309
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 309

ctgtaatcat ttttaaatca ggattatcaa
<210> 310

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 310

ttaaatgtat cctagtattt ttgtactata
<210> 311

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 311

ccatcagcca actgtatcgg ctactttcta
<210> 312

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 312

atgctcttgg cgactatctc atggagcegtg
<210> 313

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 313

aggaaaaaac ccaaacaacc caaaatgtta
<210> 314

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 314

tctaattctg tcaccacgac tatatcgcca

<210> 315
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 315

aatctgtgtg ggaagtaaag attgaagatg
<210> 316

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 316

atagtttgtt aagtcatacc cattaaattg
<210> 317

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 317

tccacatgat tacaaagcca cgcaagacct
<210> 318

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 318

gaagaccaaa atttgacaat gagtcctgc
<210> 319

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 319

attatattta agttgtaaat gttgcttttc
<210> 320

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 320

gcagacattg gctcaacaag tgattatgaa

<210> 321
<211>30

ES 2398918 T3
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 321

tgttctcata aattgecttt cctttttatg
<210> 322

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 322

cttatcaaac atcaaggatt gtagatgagg
<210> 323

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 323

atttcattag tagcttgata aatgtttcta
<210> 324

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 32

4gaaaatacta tactttaaaa gaaattttaa
<210> 325

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 325

tctectccga cataatcttt tgtctttceg
<210> 326

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 326

acaaaagcac tgccacctat agaagcattt

<210> 327
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 327

aaaaacttta tgctatccgt gtcagtatat
<210> 328

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 328

ttttcaatga ttgaaagccc ataactaaca
<210> 329

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 329

ctttcatagt tgttacgaaa tgtttggcat
<210> 330

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 330

cgatttgcaa tatgatgata ttgatgaatt
<210> 331

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 331

tttagatgct agtcctaaga ctgtagagac
<210> 332

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 332

gtaatcaagc gtatataagt caggactatc

<210> 333
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 333

ataacagaag gagtagggga cgtaggcgcg
<210> 334

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 334

ttatttgata ggaatgtcag taatttttga
<210> 335

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 335

aacatttcag cgcttactta tcaatctaat
<210> 336

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 336

gtattagtag gcatacgatt atggaagta
<210> 337

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 337

catatatata tatatattta ttttaaatat

<210> 338

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 338
ttgtcataat aattaaatcc aataggactt

<210> 339
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 339

gaaaatttct gttgtgttct taatattagc
<210> 340

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 340

gtacttcaaa ggttctaact acataacaca
<210> 341

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 341

taaaaccaga tggtggttct tctgatacta
<210> 342

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 342

cattttcttc agtcaattcg ttctcaagceg
<210> 343

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 343

aaaggacggg ggcaatgaac aaacgacaac
<210> 344

<211>29

<212> ADN
<213> Streptococcus vestibularis

<400> 344
taatatcatt gatagcttca tcaaaggct

<210> 345
<211>29
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<212> ADN
<213> Streptococcus vestibularis

<400> 345

taaattgttc cttgactccg aactgccct
<210> 346

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 346

aaacaatcgt ttatctatcc tcaaaggatg
<210> 347

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis

<400> 347

ataaaaaaac gcctcaaaaa ccgagacaac

<210> 348

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis

<400> 348

tggaaatccc ttatatcgac aaatacgtta
<210> 349

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 349

ttcccagtcg ttgattttta ttgaataccc
<210> 350

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 350

ggacatcgaa caagtcaatg ccgtaagctt

<210> 351
<211> 30

ES 2398918 T3
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<212> ADN
<213> Streptococcus vestibularis

<400> 351

aatctttaac cggattgtag aaccgttcgg
<210> 352

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 352

tgcctttaaa ataactagat tttaccatca
<210> 353

<211>29

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 353

gagcaagcac aagcaagctt tactatcct
<210> 354

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 354

cagattggtt tatcgaacaa ggtcgcaagt
<210> 355

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 355

caaaagctgt tggttaacgg tgctttgggc a
<210> 356

<211>30

<212> ADN
<213> Streptococcus vestibularis

<400> 356
cttgtttttc ctctggggtc tctgegactt

<210> 357
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus vestibularis

<400> 357

gaaataaact gcccaaacat ttttattttc
<210> 358

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus vestibularis
<400> 358

tgagtaagcg acaagctaga aatcaagtca
<210> 359

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 359

atagctaaga tggaagaagc atcaagcacc
<210> 360

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 360

cagtatctca aacgctggat acaacaagat
<210> 361

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 361

cctactcagt ggacacctgc aattgaagac
<210> 362

<211> 29

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 362

cgattggaac gggtgcttat ggccttaac

<210> 363
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 363

gcgaacaatt gaatttgtta gaaaatgtcg
<210> 364

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 364

gaagcattta ttaatataga tggttctgct
<210> 365

<211> 28

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 365

tgctgacgta tctgtccact gtgtgcca
<210> 366

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 366

tttttatact ttgggtaaat tacaaaatag
<210> 367

<211>31

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 367

tcaaggtgtc gccttatgga aaagatgctt g
<210> 368

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 368

tgtaaaaatt tctagacgtt tagacacttt a

<210> 369
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 369

aaatgatgat tgaatgcttg agatagcagt
<210> 370

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 370

aataagaagt tcttgacgac caaccgacat
<210> 371

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 371

tcgtcaacgt cgatacagaa caacgtgctt
<210> 372

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 372

tgattagcaa atttaaaaca ggatatttgg
<210> 373

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 373

aaagacaagc ccaagggatt gaactagcaa
<210> 374

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 374

cgaacagttg gcgagaaatc cgtctggegt

<210> 375
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 375

ctacattatt gatcatgtit tttctcetgt
<210> 376

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 376

tagaaggctc tggaaataca aagcaattct
<210> 377

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 377

tagaaggctc tggtaaatac aaagcaattc t
<210> 378

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 378

tctgatggct cttggtaggg aactggatat
<210> 379

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 379

tttgatggct cttggtaggg aactggatat
<210> 380

<211>31

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 380

ttttgatggc tcttggtagg gaactggata t

<210> 381
<211>29
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 381

acagaacaaa atggtagaat atatcatct
<210> 382

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 382

ccctggacaa gctatcagca catatccttg
<210> 383

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 383

cgctgttgat gtaacccgct ttatatatat
<210> 384

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 384

gaatgaatgt attagagcaa gcacttgacc
<210> 385

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 385

tagacgaaaa ggaaggaaaa tagcatgagc
<210> 386

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 386

ataactcgat tgctaactta agcaagcagt

<210> 387
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 387

ctgcatgtgt aaccatgact tcttcgtcgt
<210> 388

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 388

cttcgctgga aacttcgtag tcatacatac
<210> 389

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 389

aagaccgctg tactggttgg tattcgtacc
<210> 390

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 390

caaccaagcg aacacagcag tagcaccgca
<210> 391

<211> 29

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 391

atgatgatga agtatcgtca tctactaac
<210> 392

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 392

cttcacctca aatcttagag atggactaaa

<210> 393
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 393

aaaaggtgcg tatgaaactc atcccagcgg
<210> 394

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 394

aagggtttaa gtccttcata gagtggaaaa
<210> 395

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 395

cctcaaagct taaaattggg ctgaagtaga
<210> 396

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 396

gcaatttatt cgcttgatgt actcacgttt
<210> 397

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 397

tatttattgc aaatggttac catattttta
<210> 398

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 398

tattttagca ctacggtatc agcgtatctc

<210> 399
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 399

tgctacgtgc tctggacggg cgctatcage
<210> 400

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 400

aaatgaacag acaagaagca acagaaattg
<210> 401

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 401

aagttgatcg tatctattta gaatatcgca
<210> 402

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 402

attcactttg acagatacta atgctacatc
<210> 403

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 403

caagcagtgt aaaggtggtt tatatgttaa
<210> 404

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 404

catagtatag ccgtcttctt tgattgattg

<210> 405
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 405

ccatgggtgc taaaggtgat gactaccgct
<210> 406

<211> 36

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus
<400> 406

tttctaggaa tgggtaatta tagcgagcta gaaagc
<210> 407

<211> 38

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 407

agttgggaag gtcttggaaa atctatggca aaaaacct

<210> 408

<211> 35

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 408

tatatggttc aaatgcgatt caaagactat tcaaa
<210> 409

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 409

taattgccaa tgcttacaat atcttcgtca
<210> 410

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 410

atgttctgaa ttacctttct cgacactccg

<210> 411
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus agalactiae

<400> 411

accatcaagg ctcttatctg cagattgtta
<210> 412

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 412

aaatggttgc caatgacttt ctagagtgat
<210> 413

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 413

acaaaatctt ttgttgctcc tggacgtatt
<210> 414

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 414

atgtaaggta ttgtaaaact tcttcttgcg
<210> 415

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 415

actgttccta taattaaaat aaaagaggta
<210> 416

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 416

tgttccagta aaaagtaatt ttaaagcatt

<210> 417
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus agalactiae

<400> 417

cgctcgattg atgctatcaa ctatattgaa
<210>418

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 418

ttcttcaaga gaacttgtag aacagcttca
<210> 419

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 419

aaggtacttt tagcttgttc ttgtggtgtt
<210> 420

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 420

acagctactg taaattctgc ttttacggtt
<210> 421

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 421

tagtgcagtt gtcaaggaga ttgtgagcga
<210> 422

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 422

tttaaccttt gaaaatgtga aaggctcgta

<210> 423
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus agalactiae

<400> 423

gcgatgatgg taagtcatca tggacagcgt
<210> 424

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 424

ttitacacac gatgtcagat ataatgtcaa
<210> 425

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 425

agtactgcac taggaattgt agagatcaaa
<210> 426

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 426

cgtaccatct atcaatttac cgcaagctgt
<210> 427

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 427

ttaaaagatt taaactatca agcgtcaatt
<210> 428

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 428

ttctaaatgc tggtgactgc titgcataaa

<210> 429
<211>31
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<212> ADN
<213> Streptococcus agalactiae

<400> 429

ttgctgctag acccaaacag tttattttta g
<210> 430

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 430

tcctttttta gataatgtge gatcacggac
<210> 431

<211>29

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 431

ttttaccaat gcttccatat cgcttatat
<210> 432

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 432

tggttataca tttactaatc catcagcatt
<210> 433

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 433

aagctaattc tcatctcacc gagatggata
<210> 434

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 434

aaaaactctt accacttaca tacatgtatg

<210> 435
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus agalactiae

<400> 435

gctggagatt ttacaagcag tttgaatttc
<210> 436

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 436

atcacaccag tcgttatgat ggatgactat
<210> 437

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 437

tgtcaacagt acgtgagacg agtgtgtagg
<210> 438

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 438

tgaagttgat ggatatgttg atttagagct
<210> 439

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 439

taatcatttt atgagagata ccgcctcaag
<210> 440

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 440

tttaaagaga tatctgtttc atcttgcgga

<210> 441
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus agalactiae

<400> 441

aatcacttct gcataaatat cttttacttc
<210> 442

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 442

aaacatccgc aacgggataa ataaagctag
<210> 443

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 443

agtttcttgt gggttagctt gtccaccgta
<210> 444

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 444

gaacatgaaa gattttaaaa aagaacattt
<210> 445

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 445

agaggggaaa atatcaatgc cgaatgctga
<210> 446

<211>30

<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 446

gatggtacaa aatcatttgt tggtactgat

<210> 447
<211>30
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<212> ADN
<213> Streptococcus mutans

<400> 447

aaaaggaaac gccattaatt aatatggtga
<210> 448

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus mutans
<400> 448

gattgaacca gctagcgcag ttagtgctct
<210> 449

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus mutans
<400> 449

cgctaaaagc tgttgtgtca tcatagttag
<210> 450

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus mutans
<400> 450

taaatatttt caattagaca atagacaaac
<210> 451

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus mutans
<400> 451

tgcctatgta ttcggacatg acttgccaca
<210> 452

<211> 30

<212> ADN
<213> Streptococcus mutans

<400> 452
atgtgaaaag aaagtaacta ctacatttga

<210> 453
<211> 30
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<212> ADN
<213> Streptococcus pyogenes

<400> 453

tgcgcetggtt gatttettct tgcgcttttt
<210> 454

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
<400> 454

ttatatgaac ataactcaat ttgtaaaaaa
<210> 455

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
<400> 455

aggaatatcc gcaataatta attgcgctct
<210> 456

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
<400> 456

taaatttgtt tagcaggtaa accgtgcttt
<210> 457

<211> 30

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
<400> 457

ttcagcacac tgagacttgt tgagttccat
<210> 458

<211> 33

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
<400> 458

ctgtgacatt gcgggatgta atcaaagtaa aaa

<210> 459
<211> 32
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<212> ADN
<213> Streptococcus pyogenes

<400> 459

aaagcaaacc tagcagaagc agaaaatgac tt
<210> 460

<211> 34

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
<400> 460

tgatgtaatt ggtgattttc gtgatatgct tttt
<210> 461

<211> 5849

<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus

<400> 461
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atgagtgact
aacaaagtga
gaaaataacc
catcgtatag
aagatttcaa
tctaatgaag
ctcgatgatg
gaaaatagta
acatatggtc
attaatgtct
caagaattta
ggaaaacgga
tacagaacga
ttttatccag
ctaaatgatt
aagaatcaaa
aaatatatcg
aaatcaggta
accttagata
ttaaacactg
tttagccaga
ggaaaaggat
gagacgtcag
cttcaaataa
gaagaaatct
gcggcgatta
aatgaagatg
gatgcagcaa
gttttccacg

cgttgeccttt

tagttttagg
caggagaaat
tagtacgtag
ttcgtttaaa
ttaatcttaa
aactgtttat
ctagtgatga
aacaattaga
aattacgtgg
ttccaacatc
atccacagat
aatattatca
gtggagaaac
aagagtttag
tgaacaatct
tcattaatta
ctaagttact
aggctgagat
ttgaacaaat
agagggaagg
agcaagttga
ggcataattt
aagagcaaat
aacaaaatat
ataatcctgt
aagaatacgg
atgaaaagaa
tgettaaggce
gtcataagca

atactggtaa
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acttgatatc
tatccataaa
aacgaatcgt
tcgtctattt
cccatatcaa
cgctcttaaa
cggaaattca
aactaagaca
tgattttact
agcttatcgt
tacagatgaa
tggacccgga
tttagacaat
agcagcaaaa
aacagttcct
tgtcaaaaat
ttcttgtgat
tcatactttc
ggatagagaa
tattcaagaa
cgaattggtt
ttctgtcaaa
gactatcctg
ttcaaataaa
tgttgctaag
agactttgac
agctattcaa
tgctaaccaa
attagcgact

gacaatctca

ggtataggtt
aactcacgca
caaggaagac
gaggaaagtg
ttacgagtta
aatatggtga
tcagtaggag
ccgggacaga
gttgagaaag
tcagaagcct
tttattaatc
aatgaaaagt
atttttggaa
gcttcctaca
actgaaacca
gaaaaggcaa
gttgcagata
gaagcctatc
acgcttgata
gccttagaac
caattccgca
ctgatgatgg
acacgacttg
acaaaatata
tectgttcegece
aatattgtca
aagattcaaa
tataatggaa
aaaatccgcc

atccatgatt

145

ctgttggtgt
tcttccecage
gcttgacacg
gattaatcac
agggcttgac
aacaccgtgg
actatgcaca
tacagttgga
atggcaaaaa
taaggatact
gttatctcga
cacggactga
ttctaattgg
cggctcaaga
aaaagttgag
tggggccage
tcaagggata
gaaaaatgaa
aattagccta
atgaatttgc
aagcaaatag
agttaattcc
gaaaacaaaa
tagatgagaa
aggctataaa
tcgaaatggc
aagccaacaa
aggctgaatt
tttggcatca

tgataaataa

aggtatcctt
agctcaagca
acgtaaaaaa
cgattttacg
cgatgaattg
gattagttac
aattgttaag
acgctaccaa
acatcgcttg
gcaaactcaa
aattttaact
ttatggtcgt
gaaatgtaca
attcaatttg
caaagaacag
gaaacttttt
ccgtatcgac
aacgcttgaa
tgtcttaaca
tgatggtagc
ttccatttett
agaattgtat
acgacttcgt
actattaact
aatcgtaaat
tcgtgaaaca
agatgaaaaa
accacatagt
gcaaggagaa

tcctaatcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



tttgaagtag
gttttggttt
gatagtatgg
acactttcaa
gttcgaaaga
ctcaatgccc
cgtggccaat
tatcatcacc
aaaaaacaaa
ggtgaactta
tttgttgata
gattctaagt
gtgggaaaag
caggatggtt
tatcgtcacg
aataagcaaa
gaagaacatg
cttaaatact
aaaaataaag
gctactggaa
acaggaacat
gattctgatt
acagaaacaa
cattatgttg
aaagtgttgg
atttctattt
ggtgataagc
atcatatgct
gctacaaaga
tcgttattta
agatgcgctt

cactaagtga

atcatatttt
atgcaactgc
atgatgcgtg
acaagaaaaa
aatttattga
ttcaagaaca
ttacatctca
atgctgtcga
agaataccct
ttagtgatga
cattgaagag
ttaatcgtaa
ataagaagga
atgatgcctt
acccacaaac
tgaatgaaaa
gctatattcg
atgatagtaa
ttgtcttaca
aatacgaaat
ataagatttc
cagaattcaa
aagaacaaca
aattaaaacc
gtaacgttgc
ataaagtaag
ctaagctaga
ataataatcg
taaggcttca
aagaggagaa
aaagcttgat

tatttcgata
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acctctttct
taaccaagaa
gtctttcegt
agaatacctc
acgaaatctt
ctttagagct
attgagacgc
tgcattgatt
tgtaagttat
tgagtacaag
taaagaattt
aatatcagat
tgaaacttat
tatgaagatt
ctttgagaaa
aggaaaagag
taaatatagt
gcttttaggt
gtcattaaaa
ccttggatta
ccaggaaaaa
gtttacactt
gcttttcegt
ttatgataaa
taatggtggt
aacagatgtc
tttttaatat
tgtaagggac
tgccgaaatc
gaaatgactt
aacttattag

atcgttgcag

atcacattcg
aaaggacaac
gaattaaaag
cttacagaag
gtagatacaa
cacaagattg
cattggggaa
attgccgect
tcagaagaac
gaatctgtgt
gaagacagta
gccactattt
gtcttaggga
tataagaagg
gttatcgagce
gtaccatgta
aaaaaaggca
aatcctattg
ccttggagaa
aaatatgctg
tacaatgaca
tataaaaatg
tttctttcte
cagaaatttg
caatgcataa
ctaggaaatc
taattgttag
gccttacaca
aacaccctgt
ggagagttgt
tgcaaaaaat
aaggtgggga
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atgatagcct
gaacacctta
cttttgtacg
aagatatttc
gatacgcttc
atacaaaagt
ttgagaagac
caagtcagtt
aactccttga
tcaaagcccc
tcttattctc
atgcgacaag
aaatcaaaga
ataagtcaaa
caattttaga
atcctttcct
atggtcctga
atattactcc
cagatgtcta
atctacaatt
ttaagaaaaa
atttgttact
gaactttacc
aaggaggtga
aaggactagc
agcatatcat
aaagtgttge
gttacttaaa
cattttatgg
acatgtcagt
gggacaagag

tacagttgtt

tgcaaataag
tcaggcttta
tgagtcaaaa
aaagtttgat
aagagttgtc
ttcegtggtt
tcgtgatact
gaatttgtgg
tattgaaaca
ttatcaacat
atatcaagtg
acaggctaaa
tatctatact
attcctcatg
gaactatcct
aaaatataaa
aatcaagagt
agagaatagt
tttcaataag
tgagaaaggg
agagggtgta
cgttaaagat
taaacaaaag
ggcgttaatt
aaaatcaaat
caaaaatgag
aattatagtt
tcttgcagaa
cagggtgttt
caaagtgaga
tttacggtgc

acccttcgtc

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



tattaagtgc
caacaggaat
agctggattg
tcaataacca
tttcagacta
ccaaggtcta
ctgatgtcat
gaatagtggc
atcagtttaa
tatatgataa
atttactcaa
acaaatatgt
gcccagtggt
ttatgttttt
cgtaaagaat
tgtcctaata
gctgggaatg
ataggtggta
aatattttgt
aaattgttgg
ttggcggaaa
tacttgatga
gttttaagga
ttagtaaaat
tagagcttat
accatttgga
tttttgctat
ctctctttcet
tgctaaaaaa
tctgtcatct
gctatttaaa

agcatttgta

cttaagtaaa
ttatcactca
gtctcagaaa
agaggatgtt
taaagagcag
ctttaatgag
caatgctggt
gggttatggt
tttggttgac
tctacgagat
tgctaaaatc
caaaggcttt
atcaagttta
ttgatttacc
taatttcaaa
gaagctttgce
tgagactttt
aaactaagca
acaacatcct
tcagaataaa
aaaatactca
gtctggagaa
tttactggag
tctcaatcag
agaaggagca
gaatcaccct
cgagaataag
agaaatgtta
tattgatggc
ggtcaagaag
aattgatgaa

tgatgttgag
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tataatattg
caaaatgggc
caaaaggaca
ctagccatgt
atagaacctg
ctctttggta
ttaaactatg
ttaaatggcc
gatttgatgg
caggaattcc
aaatatggca
atcaaatata
gagtggagaa
aatggaatcc
tgggtttgaa
aaataaattt
ggcagttact
agaagaaatc
tacaaagaac
gaactcaaat
agtgaggact
atagtgaagc
cagatggaat
gttgatattg
atgaatcagc
ctaacactag
aatttatctt
gaccgccttc
tttatctcag
tatccaaatc
gaaaatagta

tttatgtatg

ccttggtcgt
actttagagc
aggcatggca
ttgaaaaaag
gtgatagaac
aacaatttgt
gctatgctat
tattaggaat
agccatttag
ttaagtatga
aagagacttg
tttcggaaaa
aataagatga
aaggatgaaa
atgttacaat
tataagaagt
gaaaaacaat
gtcagtgata
gtattgaatt
attatatttg
taagtatttt
gaagtagcta
acaagaaagg
taggccattt
atataaactt
accaattact
ttgaatgggt
tgtcacaaac
aagaatctta
taacctttat
ggttcgtcaa

aaagagtaat
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ttgtgataac
gtacaagcgc
gattgtaact
tctggacaac
gaatagagag
cagagtaact
catgagggct
cttccataaa
acagattgta
gtataggttg
ctcagtgaca
agatagtagt
ggtatgaagc
aaagaatata
tttcggtcta
taaagattag
tttcagagat
ataagttggt
aaatattggt
gcaaattttg
tgattatgag
tcactatatc
aacaéttgct
ggagaaaatt
aaactgtggt
ttcaaaaaat
ttcaaatact
aacagagaag
tactattttt
tttgtttcct
tattttatct

gaaatattat

gaacatttac
ttgaaagaac
tattataaaa
attagattac
ggacatgctg
cagcaagaag
cagatggcta
aatgaataca
gatgtttggg
ggattgacag
gttgctatgg
aaatttcact
attgagatta
tcgtaatttt
ctatcgcact
caatcttcct
gacattaatt
ggttatatga
gcaatcacac
agctggtatt
gaacctacta
gacatttcaa
cagggttacc
aatgaacaag
caggtggagt
tttagtccct
gataaacttt
tatctcattg
tataggcaaa
agtgaccaag
gaccaggtgg

ccaagtaatg

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5106
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580

5640
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attttccgac gagagaaggt tttaggatgt ctttagaaac tgtgacacct tatttattga 5700
caaaaatgct gagacaacct agtctctcac ttgttgattc agtaatattg aatatcctaa 5760
atcagttgtt tcattttagt taccgtataa gatattctca gacacctgat aaggaactat 5820

tacataaatt tttagaaagt aaggattga 5849

<210> 462

<211> 3387

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 462

148



atgagtgact
aacaaagtga
gaaaataacc
catcgtatag
aagatttcaa
tctaatgaag
ctcgatgatg
gaaaatagta
acatatggtc
attaatgtct
caagaattta
ggaaaacgga
tacagaacga
Etttatccag
ctaaatgatt
aagaatcaaa
aaatatatcg
aaatcaggta
accttagata
ttaaacactg
tttagccaga
ggaaaaggat
gagacgtcag
cttcaaataa

gaagaaatct

tagttttagg
caggagaaat
tagtacgtag
ttcgtttaaa
ttaatcttaa
aactgtttat
ctagtgatga
aacaattaga
aattacgtgg
ttccaacatc
atccacagat
aatattatca
gtggagaaac
aagagtttag
tgaacaatct
tcattaatta
ctaagttact
aggctgagat
ttgaacaaat
agagggaagg
agcaagttga
ggcataattt
aagagcaaat
aacaaaatat

ataatcctgt
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acttgatatc
tatccataaa
aacgaatcgt
tcgtctattt
cccatatcaa
cgctcttaaa
cggaaattca
aactaagaca
tgattttact
agcttatcgt
tacagatgaa
tggacccgga
tttagacaat
agcagcaaaa
aacagttcct
tgtcaaaaat
ttecttgtgat
tcatactttc
ggatagagaa
tattcaagaa
cgaattggtt
ttctgtcaaa
gactatcctg
ttcaaataaa

tgttgctaag

ggtataggtt
aactcacgca
caaggaagac
gaggaaagtg
ttacgagtta
aatatggtga
tcagtaggag
ccgggacaga
gttgagaaag
tcagaagcct
tttattaatc
aatgaaaagt
atttttggaa
gcttcctaca
actgaaacca
gaaaaggcaa
gttgcagata
gaagcctatc
acgcttgata
gccttagaac
caattccgca
ctgatgatgg
acacgacttg
acaaaatata

tctgttcgee
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ctgttggtgt
tcttccecage
gcttgacacg
gattaatcac
agggcttgac
aacaccgtgg
actatgcaca
tacagttgga
atggcaaaaa
taaggatact
gttatctcga
cacggactga
ttctaattgg
cggctcaaga
aaaagttgag
tggggccagce
tcaagggata
gaaaaatgaa
aattagccta
atgaatttgc
aagcaaatag
agttaattcc
gaaaacaaaa
tagatgagaa

agdctataaa

aggtatcctt
agctcaagca
acgtaaaaaa
cgattttacg
cgatgaattg
gattagttac
aattgttaag
acgctaccaa
acategcttg
gcaaactcaa
aattttaact
ttatggtcgt
gaaatgtaca
attcaatttg
caaagaacag
gaaacttttt
ccgtatcgac
aacgcttgaa
tgtcttaaca
tgatggtagc
ttccattttt
agaattgtat
acgacttcgt
actattaact

aatcgtaaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



gcggcgatta
aatgaagatg
gatgcagcaa
gttttccacg
cgttgecttt
tttgaagtag
gttttggttt
gatagtatgg
acactttcaa
gttcgaaaga
ctcaatgccc
cgtggccaat
tatcatcacc
aaaaaacaaa
ggtgaactta
tttgttgata
gattctaagt
gtgggaaaag
caggatggtt
tatcgtcacyg
aataagcaaa
gaagaacatg
cttaaatact
aaaaataaag
gctactggaa
acaggaacat
gattctgatt
acagaaacaa
cattatgttg
aaagtgttgg
atttctattt

ggtgataagc

aagaatacgg
atgaaaagaa
tgcttaaggc
gtcataagca
atactggtaa
atcatatttt
atgcaactge
atgatgcgtg
acaagaaaaa
aatttattga
ttcaagaaca
ttacatctca
atgctgtcga
agaataccct
ttagtgatgé
cattgaagag
ttaatcgtaa
ataagaagga
atgatgccectt
acccacaaac
tgaatgaaaa
gctatattcg
atgatagtaa
ttgtcttaca
aatacgaaat
ataagatttc
cagaattcaa
aagaacaaca
aattaaaacc
gtaacgttgc
ataaagtaag

ctaagctaga
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agactttgac
agctattcaa
tgctaaccaa
attagcgact
gacaatctca
acctctttct
taaccaagaa
gtctttcegt
agaatacctc
acgaaatctt
ctttagagct
attgagacgc
tgcattgatt
tgtaagttat
tgagtacaag
taaagaattt
aatatcagat
tgaaacttat
tatgaagatt
ctttgagaaa
aggaaaagag
taaatatagt
gcttttaggt
gtcattaaaa
ccttggatta
ccaggaaaaa
gtttacactt
gcttttecgt
ttatgataaa
taatggtggt
aacagatgtc

tttttaa

aatattgtca
aagattcaaa
tataatggaa
aaaatccgcc
atccatgatt
atcacattcg
aaaggacaac
gaattaaaag
cttacagaag
gtagatacaa
cacaagattg
cattggggaa
attgccgect
tcagaagaac
gaatctgtgt
gaagacagta
gccactattt
gtcttaggga
tataagaagg
gttatcgagc
gtaccatgta
aaaaaaggca
aatcctattg
ccttggagaa
aaatatgctg
tacaatgaca
tataaaaatg
tttctttctc
cagaaatttg
caatgcataa

ctaggaaatc

150

tcgaaatggce
aagccaacaa
aggctgaatt
tttggcatca
tgataaataa
atgatagcct
gaacacctta
cttttgtacg
aagatatttc
gatacgcttc
atacaaaagt
ttgagaagac
caagtcagtt
aactccttga
tcaaagcccce
tcttattctce
atgcgacaag
aaatcaaaga
ataagtcaaa
caattttaga
atcctttcect
atggtcctga
atattactcc
cagatgtcta
atctacaatt
ttaagaaaaa
atttgttact
gaactttacc
aaggaggtga
aaggactagc

agcatatcat

tcgtgaaaca
agatgaaaaa
accacatagt
gcaaggagaa
tcctaatcag
tgcaaataag
tcaggcttta
tgagtcaaaa
aaagtttgat
aagagttgtc
ttcecgtggtt
tcgtgatact
gaatttgtgg
tattgaaaca
ttatcaacat
atatcaagtg
acaggctaaa
tatctatact
attcctcatg
gaactatcct
aaaatataaa
aatcaagagt
agagaatagt
tttcaataag
tgagaaaggg
agagggtgta
cgttaaagat
taaacaaaag
ggcgttaatt
aaaatcaaat

caaaaatgag

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3387



10

15

<210> 463
<211>912
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 463

atgacttgga
ttattagtgce
gttgcagaag
aatattgcect
aatgggcact
aaggacaagg
gcecatgtttg
gaacctggtg
tttggtaaac
aactatggct
aatggcctat
ttgatggagc
gaattcctta
tatggcaaag
aaatatattt

tggagaaaat

<210> 464
<211> 324
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 464

atgaggtatg
gaaaaaagaa
caattttcgg
aagttaaaga
caattttcag

gataataagt

gagttgtaca
aaaaaatggg
gtggggatac
tggtcgtttg
ttagagcgta
catggcagat
aaaaaagtct
atagaacgaa
aatttgtcag
atgctatcat
taggaatctt
catttagaca
agtatgagta
agacttgctc
cggaaaaaga

aa

aagcattgag
tatatcgtaa
tctactateg
ttagcaatct
agatgacatt

tggtggttat
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tgtcagtcaa
acaagagttt
agttgttacc
tgataacgaa
caagcgcettg
tgtaacttat
ggacaacatt
tagagaggga
agtaactcag
gagggctcag
ccataaaaat
gattgtagat
taggttggga
agtgacagtt

tagtagtaaa

attattatgt
ttttegtaaa
cacttgtecect
tcctgctggg
aattataggt

atga

agtgagaaga
acggtgccac
cttcgtctat
catttaccaa
aaagaacagc
tataaaatca
agattacttt

catgctgcca

_caagaagctg

atggctagaa
gaatacaatc
gtttgggtat
ttgacagatt
gctatggaca

tttcactgcc

ttttttgatt
gaattaattt
aatagaagct
aatgtgagac

ggtaaaacta

151

tgcgcttaaa
taagtgatat
taagtgcctt
caggaattta
tggattggtc
ataaccaaga
cagactataa
aggtctactt
atgtcatcaa
tagtggcggg
agtttaattt
atgataatct
tactcaatgc
aatatgtcaa

cagtggtatc

taccaatgga
caaatgggtt
ttgcaaataa
ttttggcagt

agcaagaaga

gcttgataac
ttcgataatc
aagtaaatat
tcactcacaa
tcagaaacaa
ggatgttcta
agagcagata
taatgagctc
tgctggttta
ttatggttta
ggttgacgat
acgagatcag
taaaatcaaa
aggctttatc

aagtttagag

atccaaggat
tgaaatgtta
attttataag
tactgaaaaa

aatcgtcagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

912

60

120

180

240

300

324



10

15

<210> 465
<211>1053
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 465

atgaaatatt
acacaaattg
tattttggcg
actatacttg
tcaagtttta
taccttagta
caagtagagc
gagtaccatt
ccecttttttg
ctttctctct
attgtgctaa
caaatctgtc
caaggctatt
gtggagcatt
aatgattttc
ttgacaaaaa
ctaaatcagt

ctattacata

<210> 466
<211> 4123
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 466

ttgtacaaca
ttggtcagaa
gaaaaaaata
atgagtctgg
aggatttact
aaattctcaa
ttatagaagg
tggagaatca
ctatcgagaa
ttctagaaat
aaaatattga
atctggtcaa
taaaaattga
tgtatgatgt
cgacgagagda
tgctgagaca
tgtttcattt

aatttttaga
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tccttacaaa
taaagaactc
ctcaagtgag
agaaatagtg
ggagcagatg
tcaggttgat
agcaatgaat
ccctctaaca
taagaattta
gttagaccgc
tggctttatc
gaagtatcca
tgaagaaaat
tgagtttatg
aggttttagg
acctagtctc
tagttaccgt

aagtaaggat

gaacgtattg
aaatattata
gacttaagta
aagcgaagta
gaatacaaga
attgtaggcce
cagcatataa
ctagaccaat
tcttttgaat
cttctgtcac
tcagaagaat
aatctaacct
agtaggttcg
tatgaaagag
atgtctttag
tcacttgttg
ataagatatt

tga

152

aattaaatat
tttggcaaat
tttttgatta
gctatcacta
aaggaacact
atttggagaa
acttaaactg
tactttcaaa
gggtttcaaa
aaacaacaga
cttatactat
ttattttgtt
tcaatatttt
taatgaaata
aaactgtgac
attcagtaat

ctcagacacc

tggtgcaatc
tttgagctgg
tgaggaacct
tatcgacatt
tgctcagggt
aattaatgaa
tggtcaggtyg
aaattttagt
tactgataaa
gaagtatctc
tttttatagg
tcctagtgac
atctgaccag
ttatccaagt
accttattta
attgaatatc

tgataaggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1053



atgagcgatt
atcattaaaa
gtattacttt
aaggtgaatg
aggcaggacyg
cgtttagagyg
agagagtttg
gtcaatgata
gcgaaatcct

aggagtagac

tatatagtca
atgataataa
ttggtaatgc
tttactattt
aattccaaaa
ttgcgaggag
atacggatgg
ttcagaaagc

atttttacta

ggcctgggga
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aaggtccaat
agagattgtc
acaactgacc
ctcaaatgtt
gcaagagttg
tattgctacg
tctactagat
ttattccatt
tctgaattta

ggattgtttt

tattacctgt
aaagaagtgt
acccaactca
ggtcaattta
caagcaaagg
accaaggtga
acctcagatt
acagaaatta
ctcgttccta

aacagtgccc

153

ccttatctga
ccatttcact
tcaaagcctt
tttctagtat
cttattttga
ggcacccaat
attctaggtt
tgggttacga
atgactttca

tcaattttgg

acaaagaatt
cgttgataat
gtcaaagaac
tgaaacccac
agaggatttc
tgccttactt
tgaagatagt
aggtcgcecctt
ttttaatggt

ctatagtatc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ttatattctt
ttcacaagca
ctatcatcgt
attttgaaaa
gggctttacg
attcttttct
ttgaccctag
cctcagcgaa
atgatattcg
tgagggtgca
ttaaggatat
caaccaaaga
ttctcttcce
cagaggctct
aagcattagt
taaattttca
tgcagccatt
cattcectggt
aaaggtagct
taaagataaa
tgatgagcta
tgaccgtatc
ttttgatttc
ttccaaagtg
atctcgaggt
ttatgatgtt
tgtatattat
taacattctc
aactcgatgc
catttcaatt
atcaatcagt

ttcttgectct

gcttaatggg
tcatcagcat
cgataatacg
taaggatcaa
ttcaagaata
ttatacagca
tctctatgag
gaagagcgtg
aagtaacaaa
aaaatcctgt
cgagggcttc
agaggtgact
ctaagccttt
taaggaaatc
agcctatttc
gctcaaattc
ggtgcaatcg
tcaagtctca
gagaaaccaa
cgattcaaaa
gactctcttg
actgccgaag
gagttgattt
attcgagatg
tacggtaagg
aaaacattaa
gacctttcag
agcagaccgt
atttcttgeg
tggtccecttt
tgatgtcaaa

agaaaatgtt
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ctgattaaga
catgcgacct
cttatggagt
gacttcatac
ttagaagtcc
gataggcaaa
acaagttaca
agtttgccaa
cgtagactta
ttcgaagtceg
tccaaggctg
agttttagcc
atagaccttt
aaagatagag
aagttttatg
gtttagagac
attcgcctgt
aaggaaaaat
gcgatgacag
tgggacgctt
gggtaagaag
ctaatccaag
atgaaattac
gtttaaaact
ttgcttttga
atgaactttt
aatgctcatt
atcttctcag
gaagctaacc
ttgccgaaac
gaggttcgcc

gacgattata

aaaacgggct
tggccagtga
tggtacgaaa
tcacccatga
atcagtatat
tcaagagttt
caggagggca
acaaaaaaac
aactctcgaa
acctgtcaag
atgaagaaga
cctaccatag
aatcatatgg
agacacttca
gaggtaaaga
aggcctccat
tattaaagat
gagaacgctt
tgatattctt
gatttttcgt
ttatacagaa
acaaattgaa
agatgagaat
gcttgaactt
aaacctcaaa
aactgcggag
ttggttcggg
cactagtgct
aagacaagtt
ctattggtta
gtcaagcaaa

tcaatggaga

154

aagcttggga
tttaatggaa
tggtaaactt
aggcagagaa
tgagttagat
gattagggct
ttaatgggac
catgttttgt
attacttgag
aaatgattat
cagcataata
tgctgaaaaa
tacactatag
aagattttgt
ttaatgacat
attggtggaa
cctattacca
cttgccaagg
agccgtttat
gatgccttct
gtaaaatttg
cgtgctattc
gaaaatcaag
gattatcttg
gctactaccg
gtctaatatg
cactcttgat
agaatcccta
cacgctcaca
tcccaaacat
attgtctaag

gttatttgaa

tttggggtaa
gaatggagac
cttttaagtc
atctttgcac
aaaaaacgct
tttagagaac
tttactttaa
ctgattattt
ggttatggcg
cagtctctcc
gtgtatgtgce
ttagatgaca
atagtgtttc
agatatatgg
tcgctaagat
gcgatgcttt
acctaccgat
tttataatga
ttgggaatag
tgtcaaacgc
aaaatacaat
gtaccagtac
tcgaagaaga
gtggttctgg
tatttggtaa
acctataaac
agctcaaaat
aaaatgggaa
gatgcctttc
gaccaaatag
aaactgcaat

aatgaagagc

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



atgcagtcat
tagctacaac
tgcttaatga
gttttggtcg
ctaagaatca
ttgaagaagc
gtcatgccac
cttttagtaa
ctgttttaaa
ctatagaaca
gaagtatacc
gaaattctat
tcaaactcgt
tgcagagcgt
tcctgatteca
tcecctacatt
ccctaagtgg
gaaccttatc
tcgtgtgagt
ttattcagcg
attaacaaaa
agaattaggt
atttcctgat
cggtgettgyg
tcgaatgaaa
aacagttaag

aatgggaaaa

<210> 467
<211> 624
<212> ADN

cgatactgtg
cagattttca
gttgatgtct
ttttgagtta
ttcagataaa
aatggaagat
caatgagaat
aacatttgaa
ttatgctaaa
tttaaattaa
tctagagaat
aataaaatgg
ccaaatgcac
tcttttggag
accggagcta
cctggtagect
aataatgaaa
ccttggggac
gatagtaagc
aaaacaaata
attgaatttg
aagagagcac
gataagattc
acaaagactc
actaaaatgg
attccatctg

gctaatttca

<213> Streptococcus thermophilus

ES 2398918 T3

acaaaaaatc
aatgatacgt
agtcttcagt
gatattcaaa
gtgatgagtc
ggacattact
tatcgtaagce
ggtcagattg
ccactecttcet
gcctcctgac
ttatctatga
tggagaagag
gtaataatcg
gttatagtat
ttaacgaagt
cactaaaagg
atgctgtaaa
caaaaaaggg
cttttgataa
aagctaaacc
agattacaac
aagcgtttta
aagtcaatct
tatttaagca
ttaaaaaagg
gtaatcattc

tgattaagga

aaccacataa
cggtttacgt
attcaggtct
atatcccact
ttacgacagc
tattaactaa
aggatcttta
ttgatgtgag
ttaaattgga
acttgctcca
aaataaaaag
gcttgctgaa
tcttatttcc
ctctgaaaca
taataaattt
tgctattcgt
tgactttgga
aaaagaatac
taagagtctt
acttcccttg
aaccactgat
taaagactat
acaataccca
agctgatggt
agttcttaag
attagtcaag

gattgataaa

155

ggacggcaat
catcgcaaac
tggtggaaag
agaattgtca
acttcctgta
atcaagtggt
caaatttgct
accacttgat
ggtataaaaa
attcatattg
ttttactttc
aagtttgaag
ttcttaaatg
ggtttagaat
attcgagatg
accattttaa
agatttccga
gatgatttgt
atcttagtgce
tatagagaat
gaagctggaa
aaggcatttt
atttatttag
attttacaaa
ctcacaaaag
aaccacgagt

tga

ctttatcagg
gaatctgatt
cgttcaagtyg
gatagactga
gatgctgacc
tttgcattta
tctggttcaa
ttcectcatg
tgaaaaatga
gtaatggaga
ctgacatggg
catttctaat
ataaccgaat
cggacaaaaa
cttttggaaa
tgaatactac
aagagaataa
ttaacgcaat
agaaatggga
caatctctcc
gattgattga
tcctatctga
gtgcggggag
gacgatacag
cacctcttaa

ccttttatga

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4123



10

15

20

<400> 467
atgagcgatt

atcattaaaa
gtattacttt
aaggtgaatg
aggcaggacg
cgtttagagg
agagagtttg
gtcaatgata
gcgaaatcct
aggagtagac
ttatattctt
<210> 468

<211> 396
<212> ADN

tatatagtca

atgataataa
ttggtaatgc
tttactattt
aattccaaaa
ttgcgaggag
atacggatgg
ttcagaaagc
atttttacta

ggcctgggga

gcttaatggg

ES 2398918 T3

aaggtccaat
agagattgtc
acaactgacc
ctcaaatgtt
gcaagagttg
tattgctacg
tctactagat
ttattccatt
tctgaattta
ggattgtttt

ctga

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 468

ttgcttaatg
catcatcagc
gtcgataata
aataaggatc
cgttcaagaa
ctttatacag

agtctctatg

<210> 469
<211> 273
<212> ADN

ggctgattaa
atcatgcgac
cgcttatgga
aagacttcat
tattagaagt
cagataggca

agacaagtta

gaaaaacggyg
cttggccagt
gttggtacga
actcacccat
ccatcagtat

aatcaagagt

cacaggagyyg

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 469

tattacctgt
aaagaagtgt
acccaactca
ggtcaattta
caagcaaagg
accaaggtga
acctcagatt
acagaaatta
ctcgttccta

aacagtgccc

ctaagcttgg
gatttaatgg
aatggtaaac
gaaggcagag
attgagttag
ttgattaggg

cattaa

156

ccttatctga

ccatttcact
tcaaagcctt
tttctagtat
cttattttga
ggcacccaat
attctaggtt
tgggttacga
atgactttca

tcaattttgg

gatttggggt
aagaatggag
ttcttttaag
aaatctttgc
ataaaaaacg

cttttagaga

acaaagaatt

cgttgataat
gtcaaagaac
tgaaacccac
agaggatttc
tgccttactt
tgaagatagt
aggtcgectt
ttttaatggt

ctatagtatc

aattcacaag
acctatcatc
tcattttgaa
acgggcttta
ctattctttt

acttgaccct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

624

60

120

180

240

300

360

396



10

15

atgttttgtc
ttacttgagg
aatgattatc
agcataatag

gctgaaaaat

<210> 470
<211> 663
<212> ADN

tgattattta
gttatggcegt
agtctctcct
tgtatgtgcc

tagatgacat

ES 2398918 T3

tgatattcga
gagggtgcaa
taaggatatc
aaccaaagaa

tctcttecece

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 470

atgacattcg
ggtggaagcg
attaccaacc
gccaaggttt
cgtttatttg
gccttecttgt
aaatttgaaa
gctattcgta
aatcaagtcg
tatcttggtg
actaccgtat

taa

<210> 471
<211>900
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 471

ctaagattaa
atgcttttgce
taccgatcat
ataatgaaaa
ggaatagtaa
caaacgctga
atacaattga
ccagtacttt
aagaagattc
gttctggatc

ttggtaatta

attttcagct
agccattggt
tcctggttca
ggtagctgag
agataaacga
tgagctagac
ccgtatcact
tgatttcgag
caaagtgatt
tcgaggttac

tgatgttaaa

agtaacaaac
aaatcctgtt
gagggcttct
gaggtgacta

taa

caaattcgtt
gcaatcgatt
agtctcaaag
aaaccaagcg
ttcaaaatgg
tctcttgggg
gccgaagcta
ttgatttatg
cgagatggtt
ggtaaggttg

acattaaatg

157

gtagacttaa
tcgaagtcga
ccaaggctga

gttttagccc

tagagacagg
cgcectgttat
gaaaaatgag
atgacagtga
gacgcttgat
taagaagtta
atccaagaca
aaattacaga
taaaactgct
cttttgaaaa

aacttttaac

actctcgaaa
cctgtcaaga
tgaagaagac

ctaccatagt

cctccatatt
taaagatcct
aacgcttctt
tattcttagc
ttttegtgat
tacagaagta
aattgaacgt
tgagaatgaa
tgaacttgat
cctcaaagcect

tgcggaggtce

60

120

180

240

273

60
120
180
240
300
360

420

480

540

600

660

663



atgacctata
gatagctcaa
ctaaaaatgg
acagatgcct
catgaccaaa
aagaaactgc
gaaaatgaag
aatctttate
aacgaatctg
aagcgttcaa
tcagatagac
gtagatgctg
ggttttgcat
gcttctggtt

gatttceccte

<210> 472
<211> 1074
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 472

aactgtatat
aattaacatt
géaaactcga
ttccatttca
tagatcaatc
aatttcttgc
agcatgcagt
aggtagctac
atttgcttaa
gtggttttgg
tgactaagaa
accttgaaga
ttagtcatgc
caacttttag

atgctgtttt

ES 2398918 T3

tatgaccttt
ctcagcagac
tgcatttctt
atttggtccce
agttgatgtc
tctagaaaat
catcgatact
aaccagattt
tgagttgatg
tegttttgag
tcattcagat
agcaatggaa
caccaatgag
taaaacattt

aaattatgct

cagaatgctc
cgtatcttct
gcggaagcta
tttttgecga
aaagaggttc
gttgacgatt
gtgacaaaaa
tcaaatgata
tctagtctte
ttagatattc
aaagtgatga
gatggacatt
aattatcgta
gaaggtcaga

aaaccactct

158

attttggttc
cagcactagt
accaagacaa
aacctattgg
gccgtcaagc
atatcaatgg
atcaaccaca
cgtecgettta
agtattcagg
aaaatatccc
gtcttacgac
acttattaac
agcaggatct
ttgttgatgt

tctttaaatt

gggcactctt
gctagaatcc
gttcacgctc
ttatcccaaa
aaaattgtct

agagttattt

taaggacggce

cgtcatcgcea
tcttggtgga
actagaattg
agcacttcct
taaatcaagt
ttacaaattt
gagaccactt

ggaggtataa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



10

atgaaaaatg
ggtaatggag
cctgacatgg
gcatttctaa
gataaccgaa
tcggacaaaa
gcttttggaa
atgaatacta
aaagagaata
tttaacgcaa
cagaaatggg
tcaatctctc
agattgattg
ttcectatctg
ggtgcgggga
agacgataca
gcacctctta

tccttttatg

<210> 473
<211> 5832
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 473

atgagtgact
aacaaagtga
gaaaataacce
catcgtatag
aagatttcaa
tctaatgaag
ctcgatgatg

gaaaatagta

actatagaac
agaagtatac
ggaaattcta
ttcaaactcg
ttgcagagceg
atcctgattc
atccctacat
cccctaagtg
agaaccttat
ttcgtgtgag
attattcagc
cattaacaaa
aagaattagg
aatttcctga
gcggtgcttg
gtcgaatgaa
aaacagttaa

aaatgggaaa

tagttttagg
caggagaaat
tagtacgtag
ttcgtttaaa
ttaatcttaa
aactgtttat
ctagtgatga

aacaattaga

ES 2398918 T3

atttaaatta
ctctagagaa
taataaaatg
tccaaatgca
ttcttttgga
aaccggagct
tcctggtagce
gaataatgaa
cccttgggga
tgatagtaag
gaaaacaaat
aattgaattt
taagagagca
tgataagatt
gacaaagact
aactaaaatg
gattccatct

agctaatttc

acttgatatc
tatccataaa
aacgaatcgt
tcgtctattt
cccatatcaa
cgctcttaaa
cggaaattca

aactaagaca

agcctcctga
tttatctatg
gtggagaaga
cgtaataatc
ggttatagta
attaacgaag
tcactaaaag
aatgctgtaa
ccaaaaaaggd
ccttttgata
aaagctaaac
gagattacaa
caagcgtttt
caagccaatc
ctatttaagc
gttaaaaaag
ggtaatcatt

atgattaagg

ggtataggtt
aactcacgca
caaggaagac
gaggaaagtg
ttacgagtta
aatatggtga
tcagtaggag

ccgggacaga

159

cacttgctcc
aaaataaaaa
ggcttgctga
gtcttatttc
tctctgaaac
ttaataaatt
gtgctattcg
atgactttgg
gaaaagaata
ataagagtct
cacttccctt
caaccactga
ataaagacta
tacaataccc
aagctgatgg
gagttcttaa
cattagtcaa

agattgataa

ctgttggtgt
tctteccage
gcttgacacyg
gattaatcac
agggcttgac
aacaccgtgg
actatgcaca

tacagttgga

aattcatatt
gttttacttt
aaagtttgaa
cttcttaaat
aggtttagaa
tattcgagat
taccatttta
aagatttccg
cgatgatttg
tatcttagtg
gtatagagaa
tgaagctgga
taaggcattt
aatttattta
tattttacaa
gctcacaaaa
gaaccacgag

atga

aggtatcctt
agctcaagca
acgtaaaaaa
cgattttacg
cgatgaattg
gattagttac
aattgttaag

acgctaccaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1074

60

120

180

240

300

360

420

480



acatatggtc
attaatgtct
caagaattta
ggaaaacgga
tacagaacga
ttttatccag
ctaaatgatt
aagaatcaaa
aaatatatcg
aaatcaggta
accttagata
ttaaacactg
tttagccaga
ggaaaaggat
gagacgtcag
tcttcaaata
gttgttgcta
ggagactttg
aaagctattc
gctgctaacc
caattagcga
aagacaatct
ttacctcttt
gctaaccaag
tggtctttcc
aaagaatacc
gaacgaaatc
cactttagag
caattgagac
gatgcattga
cttgtaagtt

gatgagtaca

aattacgtgg
ttccaacatc
attcacagat
aatattatca
atggagaaac
acgagtttag
tgaacaatct
tcattaatta
ctaaattact
aggctgagat
ttgagcaaat
agagggaagg
agcaagttga
ggcataattt
aagagcaaat
aaacaaaata
agtctgttcg
acaatattgt
aaaagattca
aatataatgg
ctaaaatccg
caatccatga
ctatcacatt
aaaaaggaca
gtgaattaaa
tccttacaga
ttgtagatac
ctcacaagat
gccattgggg
ttattgccge
attcagaaga

aggaatctgt

ES 2398918 T3

tgattttact
agcttatcgt
tacagatgaa
tggacccgga
tttagacaat
agcagcaaaa
aacagttcct
tgtcaaaaat
ttcttgtgat
tcatactttc
ggatagagaa
tattcaagaa
cgaattggtt
ttctgtcaaa
gactatcctg
tatagatgag
ccaggctata
catcgaaatg
aaaagccaac
aaaggctgaa
cctttggcat
tttgataaat
cgatgatagc
acgaacacct
agcttttgta
agaagatatt
aagatacgct
tgatacaaaa
aattgagaag
ctcaagtcag
acaactcctt

gttcaaagcc

gttgagaaag
tcagaagcct
tttattaatc
aatgaaaagt
atttttggaa
gcttecctaca
actgaaacca
gaaaaggtaa
gttgcagata
gaagcctatc
acgcttgata
gctttagaac
caattccgca
ctgatgatgg
acacgacttg
aaactattaa
aaaatcgtaa
gctcgtgaaa
aaagatgaaa
ttaccacata
cagcaaggag
aatcctaatc
cttgcaaata
tatcaggctt
cgtgagtcaa
tcaaagtttg
tcaagagttg
gtttccgtgg
actcgtgata
ttgaatttgt
gatattgaaa

ccttatcaac

160

atggcaaaaa
taaggatact
gttatctcga
cacggactga
ttctaattgg
cggctcaaga
aaaagttgag
tggggccagce
tcaagggaca
gaaaaatgaa
aattagccta
atgaatttgc
aagcaaatag
agttaattcc
gaaaacaaaa
ctgaagaaat
atgcggcgat
caaatgaaga
aagatgcagc
gtgttttcca
aacgttgcecct
agtttgaagt
aggttttggt
tagatagtat
aaacactttc
atgttcgaaa
tcctcaatgc
ttcgtggcca
cttatcatca
ggaaaaaaca
caggtgaact

attttgttga

acatcgcttg
gcaaactcaa
aattttaact
ttatggtcgt
gaaatgtaca
attcaatttg
caaagaacag
gaaacttttt
ccgtatcgac
aacgcttgaa
tgtcttaaca
tgatggtagc
ttccattttt
agaattgtat
aacaacttcg
ctataatcct
taaagaatac
tgatgaaaag
aatgcttaag
cggtcataag
ttatactggt
agatcatatt
ttatgcaact
ggatgatgceg
aaacaagaaa
gaaatttatt
ccttcaagaa
atttacatct
ccatgctgtc
aaagaatacc
tattagtgat

tacattgaag

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

-1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



agtaaagaat
aaaatatcag
gatgaaactt
tttatgaaga
acctttgaga
aaagggaaag
cgtaaatata
aagcttttag
cagtcattaa
attttaggac
tcccaggaaa
aagtttacac
cagcttttce
ccttattcaa
gataagtcag
agaacagatg
gatttttaat
tcgtgtaagg
tcatgccgaa
gaagaaatga
gataacttat
ataatcgttg
aaatataata
tcacaaaatg
aaacaaaagg
gtcctagcca
cagatagaac
gagctctttg
ggtttaaact
ggtttaaatg
gacgatttga

gatcaggaat

ttgaagacag
atgccactat
atgtcttagg
tttataagaa
aagttatcga
aagtaccatg
gtaaaaaagg
gtaatcctat
aaccttggag
tgaaatatgc
aatacaatgg
tttataaaaa
gttttctttc
aagataaatt
gacgatgtat
tcctaggaaa
attaattgtt
gacgccttac
atcaacaccc
cttggagégt
tagtgcaaaa
cagaaggtgg
ttgccttggt
ggcactttag
aaaaggcatg
tgtttgaaaa
ctggtgatag
gtaaacaatt
atggctatgc
gcctattagg
tggagccatt

tccttaagta

ES 2398918 T3

tatcttattc
ttatgcgaca
gaaaatcaaa
ggataagtca
gccaatttta
taatcctttc
caatggtcct
tgatattact
aacagatgtc
tgatttacaa
cattatgaaa
tgatttgtta
tcgaactatg
tgagaagaat
aaaagggcta
tcagcatatc
aaaaaagtgt
acagttactt
tgtcatttta
tgtacatgtc
gatgggacaa
ggatacagtt
cgtttgtgat
agcgtacaag
gcagattgta
aagtctggac
aacgaataga
tgtcagagta
tatcatgagg
aatcttccat
tagacagatt

tgagtatagg

tcatatcaag
agacaggcta
gatatctata
aaattcctca
gagaactatc
ctaaaatata
gaaatcaaga
ccagagaata
tatttcaata
tttgaaaaga
gaagagggtg
ctcgttaaag
cctaatgtga
gagtcactta
ggaaaatcaa
atcaaaaatg
tgcaattata
aaatcttgca
tggcagggtyg
agtcaaagtg
gagtttacgg
gttacccttc
aacgaacatt
cgcttgaaag
acttattata
aacattagat
gagggacatg
actcagcaag
gctcagatgg
aaaaatgaat
gtagatgttt

ttgggattga

161

tggattctaa
aagtgggaaa
ctcaggatgg
tgtatcgtca
ctaataagga
aagaagaaca
gtcttaaata
gtaaaaataa
aaaatactgg
agacaggaac
tagattctga
atacagaaac
aatattatgt
ttgaaatttt
atatttctat
agggtgataa
gttatcatat
gaagctacaa
ttttegttat
agaagatgcg
tgccactaag
gtctattaag
taccaacagg
aacagctgga
aaatcaataa
tactttcaga
ctgccaaggt
aagctgatgt
ctagaatagt
acaatcagtt
gggtatatga

cagatttact

gtttaatcgt
agataagaag
ttatgatgcce
cgacccacaa
aatgaatgaa
tggctatatt
ctatgatagt
agttgtctta
taaatatgaa
atataagatt
ttcagaattc
aaaagaacaa
agagttaaag
aggttctgca
ttataaggta
gcctaagcta
gctataataa
agataaggct
ttaaagagga
cttaaagctt
tgatatttcg
tgccttaagt
éatttatcac
ttggtctcag
ccaagaggat
ctataaagag
ctactttaat
catcaatgct
ggcgggttat
taatttggtt
taatctacga

caatgctaaa

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



atcaaatatg
tttatcaaat
ttagagtgga
accaatggaa
aaatggg&tt
tgcaaataaa
tttggcagtt
gcaagaagaa
ccttacaaag
aatgaactca
tcaagtgagg
gaaatagtga
gagcagatgg
caagttgata
gctatgaatc
cctctaacac
aagaatctat
ttagaccatc
ggctttatct
aagtatccaa
gaagaaaata
gagtttatgt
ggttttagga
cctagtctcet
agttaccgta

agtaaggatt

<210> 474
<211> 3369
<212> ADN

gcaaagagac
atatttcgga
gaaaataaga
tccaaggatg
gaaatgttac
ttttataaga
actgaaaaac
atcgtcagtg
aacgtattga
aatattatac
acttaagtat
aacgaagtag
aatacaagaa
ttgtaggcca
ggcatataaa
tagaccaact
cttttgaatg
ttctttcaca
cagaagaatc
atctaacctt
gtaggttcgt
atgaaagggt
tgtctttaga
cacttgttga

taagatgttc

ga

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 474

ES 2398918 T3

ttgctcagtg
aaaagatagt
tgaggtatga
aaaaaagaat
aattttcggt
agttaaagat
aattttcaga
ataataagtt
attaaatatt
ttggcagatt
ttttgattat
ctatcactat
aggaacactt
tttggagaaa
cttaaactgt
actcacaaaa
ggtttctaat
aacaacadgag
ttatactatt
tattttgttt
caatatttta
aatgaaatat
aactgtgaca
ttcagtaata

tcagacacct

acagttgcta
agtaaatttc
agcattgaga
atatcgtaat
ctactatcgc
gagcaatctt
gatgacatta
ggtgatcata
ggtgcaatca
ttgagctggt
gaggagccta
atcgacattt
gctcagggtt
attaatgaac
ggacaggtag
aattttagcc
attgataaac
aagtatctca
ttttataggc
cctagtgacc
tctgaccagg
tatccaagta
ccttatttat
ttgaatatcc

gataaggaac
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tggacaaata
actgcccagt
ttattatgtt
tttcgtaaag
acttgtccta
cctgectggga
attataggtg
tgaaattttt
cacaaattgt
attttggtgg
ccatacttga
caagttttaa
accttcgtaa
aagtagagct
aataccattt
cattttttgc
tatccctectt
ttgtgctaaa
aaatctgtca
aaggctattt
tggaacattt
atgattttce
tgacaaaaat
taaatcagct

tattacagaa

tgtcaaaggce
ggtatcaagt
tttttgattt
aattaatttc
atagaagctt
atgtgagact
gtaaaactaa
tgtacaacat
tggtcagaat
aaaaaaatac
tgaggccaga
ggatttactg
aattgtcaat
tattgaagaa
ggagaatctc
cattgagaac
tttagaaatg
aaatattgat
tctggtcaag
aaaaattgat
gtatgatgtt
gacgagagaa
gctgagacaa
gtttcatttt

atttttagaa

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5832
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atgagtgact tagttttagg acttgatatc ggtataggtt ctgttggtgt aggtatcctt 60
aacaaagtga caggagaaat tatccataaa aactcacgca tcttcceccagc agctcaagca 120
gaaaataacc tagtacgtag aacgaatcgt caaggaagac gcttgacacg acgtaaaaaa 180

163



categtacag
aagattbcas
tctaatgaag
ctogatgatg
gaaaatagta
acatatggkbe
attaatgtct
caagaattca
ggaaaacgga
tacagaacga
ttitatccag
ctaaatgatc
aagaakbcaaa
aaatatatog
aaatcaggta
accttagata
CLLaaacactg
totagocaga
ggaaaaggat
gagacgtocag
tcttcaaata
gtbgtitgota
ggagactttyg
aaagcktatte
gotgotaace
caatbagcga
aagacaakck
ttacctobkl
gotaaccaag
tggtcttoo
aaagaatacc

gadcoaaatc

toogtttaaa
ttaatcttaa
aactgtttatc
ctagtgatga
aacaattaga
aattacgtgg
tboccaacato
atcbcacagat
aatattatca
atggagaaac
acgagkbotag
tgaacaakbel
tcabtbaatta
ctaaattact
agockgagat
ttgagcaaat
agagggaagg
agcaagttga
ggcataattt
aagagcaaat
aaacaaaata
agbcbgticg
acaatactgt
aaaagacbca
aatataatgg
ctaaaabocg
caatocataa
chatcacatt
aaaaaggaca
gkgaattaaa
toctbacaga

ttgtagatac
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cocgtocattet
cccababcaa
cgctocttaaa
cggaaattbca
aactaagaca
tgatcttact
agctbatcgt
tacagatgaa
taggacocgga
tttagacaatc
agcagcaaas
aacagrtoct
Lgtcaaaaat
Ebottgbgat
Lcatacttte
ggatagagaa
tattcaagaa
cgaattoggtt
ttotgbcaaa
gactatoctg
tatagatgag
coaggotata
catocgaaatyg
daaagccaac
aaaggotgaa
cocbbbggeat
Cbhtgataaat
cgatgaktage
asgaacacct
agetkbtcgta
agaagataktbl

aagatacact

gaggaaagtg
ttacgagtta
aatatggtga
tcagtaggag
cogggacaga
gttgagaaag
tcagaagcoet
Cttattaatc
aatgaaaagt
acctccoggaa
gobtoctaca
actgaaacoa
gaaaaggtaa
gttgeoagata
gaagectate
acgotbgata
gottragaac
caattcogea
ctgatgatgg
acacgacttg
Adactattaa
aaaatcgtaa
gobtogtgaaa
aaagatogaaa
ttaccacata
cagoaaggag
aatcctbtaatbc
ctitgoaaakba
tatcaggett
cotgagLeaa
Lcaaagttig

CZaagasttsg
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gattaatocac
agggottgac
aacaccgtgg
actatgcaca
tacagtbgga
atggocasass
taaggatact
gttatctoga
cacggactga
ttctaattgg
cggotboaaga
aaaagttgag
tLggggccags
tocaagggaca
gaaaaatgaa
aattagoota
atgaatttgco
aagcaaatag
agttaatbco
gasaacaaaa
cbgaagaaakt
atgoggogat
caaatgaaga
aagatgoage
gtgttttoca
aacgbbgoct
agttbgaagt
aggttttggt
tagaktagtat
ddacacttto
abtgttocgaaa

Loctoaatao

ocgatitbacg
cgatgaattg
gattagttac
aattgttaag
acgocbaccaa
acatogokeg
geaaactcaa
aattttaact
ctatggbogt
gaaatgtaca
attcaattog
caaagaacag
JaaactLtlt
cogtatogas
aacgocttigaa
tgtcttaaca
tgatggtage
ttccattttte
agaattgtat
aacaacttog
ctataatoct
taaagaatac
tgakgaaaag
aaktgocttaag
cggtcataag
ttatactggt
agatcakatk
ttatgcoaact
ggatgatgog
aaacaagaaa
gaaatttatt

cobtcaagaa

240
200
iGN
420
480
540
&00
BED
T20
TBO
gag
S00
360
1020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1504
1550
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040

2100



cactttagag
caattgagac
gatgcattga
cttgtaagtt
gatgagtaca
agtaaagaat
aaaatatcag
gatgaaactt
tttatgaaga
acctttgaga
aaagggaaag
cgtaaatata
aagcttttag
cagtcattaa
attttaggac
tcccaggaaa
aagtttacac
cagcttttcc
ccttattcaa
gataagtcag
agaacagatg
gatttttaa

<210> 475

<211>912
<212> ADN

ctcacaagat
gccattgggg
ttattgccgce
attcagaaga
aggaatctgt
ttgaagacag
atgccactat
atgtcttagg
tttataagaa
aagttatcga
aagtaccatg
gtaaaaaagg
gtaatcctat
aaccttggag
tgaaatatgc
aatacaatgg
tttataaaaa
gttttectttc
aagataaatt
gacgatgtat

tecctaggaaa
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tgatacaaaa
aattgagaag
ctcaagtcag
acaactcctt
gttcaaagcc
tatcttattc
ttatgcgaca
gaaaatcaaa
ggataagtca
gccaatttta
taatcctttce
caatggtcct
tgatattact
aacagatgtc
tgatttacaa
cattatgaaa
tgatttgtta
tcgaactatg
tgagaagaat
aaaagggcta

tcagcatatc

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 475

gtttccgtgg
actcgtgata
ttgaatttgt
gatattgaaa
ccttatcaac
tcatatcaag
agacaggcta
gatatctata
aaattcctca
gagaactatc
ctaaaatata
gaaatcaaga
ccagagaata
tatttcaata
tttgaaaaga
gaagagggtg
ctcgttaaag
cctaatgtga
gagtcactta
ggaaaatcaa

atcaaaaatg
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ttcgtggcceca
cttatcatca
ggaaaaaaca
caggtgaact
attttgttga
tggattctaa
aagtgggaaa
ctcaggatgg
tgtatcgtca
ctaataagga
aagaagaaca
gtcttaaata
gtaaaaataa
aaaatactgg
agacaggaac
tagattctga
atacagaaac
aatattatgt
ttgaaatttt
atatttctat

agggtgataa

atttacatct
ccatgctgtc
aaagaatacc
tattagtgat
tacattgaag
gtttaatcgt
agataagaag
ttatgatgcc
cgacccacaa
aatgaatgaa
tggctatatt
ctatgatagt
agttgtctta
taaatatgaa
atataagatt
ttcagaattc
aaaagaacaa
agagttaaag
aggttctgca
ttataaggta

gcctaagceta

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3369



10

15

20

atgacttgga
ttattagtge
gttgcagaag
aatattgcct
aatgggcact
aaggaaaagg
gccatgtttg
gaacctggtg
tttggtaaac
aactatggcet
aatggcctat
ttgatggagc
gaattcctta
tatggcaaag
aaatatattt

tggagaaaat

<210> 476
<211> 324
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 476

atgaggtatg
gaaaaaagaa
caattttcgg
aagttaaaga
caattttcag

gataataagt

<210> 477
<211> 1053
<212> ADN

gagttgtaca
aaaagatggg
gtggggatac
tggtcgtttg
ttagagcgta
catggcagat
aaaaaagtct
atagaacgaa
aatttgtcag
atgctatcat
taggaatctt
catttagaca
agtatgagta
agacttgctc
cggaaaaaga

aa

aagcattgag
tatatcgtaa
tctactatcg
tgagcaatct
agatgacatt

tggtgatcat

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 477
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tgtcagtcaa
acaagagttt
agttgttacc
tgataacgaa
caagcgcttg
tgtaacttat

ggacaacatt
tagagaggga
agtaactcag
gagggctcag
ccataaaaat
gattgtagat
taggttggga
agtgacagtt

tagtagtaaa

attattatgt
ttttcgtaaa
cacttgtcct
tcctgetggg
aattataggt

atga

agtgagaaga
acggtgccac
cttecgtctat
catttaccaa
aaagaacagc
tataaaatca
agattacttt
catgctgcca
caagaagctg
atggctagaa
gaatacaatc
gtttgggtat
ttgacagatt
gctatggaca

tttcactgcc

ttttttgatt
gaattaattt
aatagaagct
aatgtgagac

ggtaaaacta
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tgcgcttaaa
taagtgatat
taagtgcctt
caggaattta
tggattggtc
ataaccaaga
cagactataa
aggtctactt
atgtcatcaa
tagtggcggg
agtttaattt
atgataatct
tactcaatgc
aatatgtcaa

cagtggtatc

taccaatgga
caaatgggtt
ttgcaaataa
ttttggcagt

agcaagaaga

gcttgataac
ttcgataatc
aagtaaatat
tcactcacaa
tcagaaacaa
ggatgtccta
agagcagata
taatgagctc
tgctggttta
ttatggttta
ggttgacgat
acgagatcag
taaaatcaaa
aggctttate

aagtttagag

atccaaggat
tgaaatgtta
attttataag
tactgaaaaa

aatcgtcagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

912

60

120

180

240

300

324



10

atgaaatttt
acacaaattg
tattttggtg
accatacttg
tcaagtttta
taccttcgta
caagtagagc
gaataccatt
ccattttttg
ctatccctct
attgtgctaa
caaatctgte
caaggctatt
gtggaacatt
aatgattttc
ttgacaaaaa
ctaaatcagc

ctattacaga

<210> 478
<211> 7900
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 478

ttgtacaaca
ttggtcagaa
gaaaaaaata
atgaggccag
aggatttact
aaattgtcaa
ttattgaaga
tggagaatct
ccattgagaa
ttttagaaat
aaaatattga
atctggtcaa
taaaaattga
tgtatgatgt
cgacgagaga
tgctgagaca
tgtttcattt

aatttttaga
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tccttacaaa
taatgaactc
ctcaagtgag
agaaatagtg
ggagcagatg
tcaagttgat
agctatgaat
ccctctaaca
caagaatcta
gttagaccat
tggctttatc
gaagtatcca
tgaagaaaat
tgagtttatg
aggttttagg
acctagtctc
tagttaccgt

aagtaaggat

gaacgtattg
aaatattata
gacttaagta
aaacgaagta
gaatacaaga
attgtaggcc
cggcatataa
ctagaccaac
tcttttgaat
cttctttcac
tcagaagaat
aatctaacct
agtaggttcg
tatgaaaggg
atgtctttag
tcacttgttg
ataagatgtt

tga
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aattaaatat
cttggcagat
tttttgatta
gctatcacta
aaggaacact
atttggagaa
acttaaactg
tactcacaaa
gggtttctaa
aaacaacaga
cttatactat
ttattttgtt
tcaatatttt
taatgaaata
aaactgtgac
attcagtaat

ctcagacacc

tggtgcaatc
tttgagctgg
tgaggagcct
tatcgacatt
tgctcagggt
aattaatgaa
tggacaggta
aaattttagc
tattgataaa
gaagtatctc
tttttatagg
tcctagtgac
atctgaccag
ttatccaagt
accttattta
attgaatatc

tgataaggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1053



atgagcgatt
atcattaaaa
gtattacttt
aaggtgaatg
aggcaggacg
cgtttagagg
agagagtttg
gtcaatgata
gcgaaatcct
aggagtagac
ttatattctt
ttcacaagca
ctatcatcgt
attttgaaaa
gggctttacg
attcttttct
ttgaccctag
cctcagcgaa
tgatattcga

gagggtgcaa

tatatagtca
atgataataa
ttggtaatgc
tttactattt
aattccaaaa
ttgcgaggag
atacggatgg
ttcagaaagc
atttttacta
ggcctgggga
gcttaatggg
tcatcagcat
cgataatacg
taaggatcaa
ttcaagaata
ttatacagca
tctctatgag
gaagagcgtg
agtaacaaac

aaatcctgtt
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aaggtccaat
agagattgtc
acaactgacc
ctcaaatgtt
gcaagagttg
tattgctacg
tctactagat
ttattccatt
tctgaattta
ggattgtttt
ctgattaaga
catgcgacct
cttatggagt
gacttcatac
ttagaagtcc
gataggcaaa
acaagttaca
agtttgccaa
gtagacttaa

tcgaagtcaa

tattacctgt
aaagaagtgt
acccaactca
ggtcaattta
caagcaaagg
accaaggtga
acctcagatt
acagaaatta
ctcgttccta
aacagtgccc
aaaacgggct
tggccagtga
tggtacgaaa
tcacccatga
atcagtatat
tcaagagttt
caggagggca
acaaaaaacc
actctcgaaa

cctgtcaaga
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ccttatctga
ccatttcact
tcaaagcctt
tttctagtat
cttattttga
ggcacccaat
attctaggtt
tgggttacga
atgactttca
tcaattttgg
aagcttggga
tttaatggaa
tggtaaactt
aggcagagaa
tgagttagat
gattagggct
ttaatgggac
atgttttgtce
ttacttgagg

aatgattatc

acaaagaatt
cgttgataat
gtcaaagaac
tgaaacccac
agaggatttc
tgccttactt
tgaagatagt
aggtcgcectt
ttttaatggt
ctatagtatc
tttggggtaa
gaatggagac
cttttaagtc
atctttgecac
aaaaaacgct
tttagagaac
tttactttaa
tgattattta
gttatggcgt

agtctctcect

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



taaggatatc
aaccaaagaa
tctcttcttce
agtaggtcct
acctaattac
agaaagatat
gcatttgaac
tgccatagat
ggaaacgctt
tcgagagggg
tagactaaaa
ttttttcata
cgaccatcct
tagtgactat
ccaagggaaa
ggtttttatg
tgtcgaaaaa
tgaggaaaat
aggttcctac
tggaaggttg
acacagcact
aattcctgcece
ttatgtcaaa
cggtatggga
tgcatgatat
taggcgcgga
atcacatggc
atatcgctga
aggatacatc
ttggggcaca
ctaactttgc

ctcgtatcaa

gagggcttct
gaggtgacta
taagccttta
acatcttgtg
ctcgagaggg
aaacctaatt
catatagata
tttccaagac
tctagctcgce
acttttttga
gcacattaag
caaagatgaa
gcacaagatt
gttgattatc
gaaaacacgc
accttattac
gttgagattc
caaacctatt
gtcatcttcc
gttgaaaatc
atcacgaatt
tttagaggaa
atgcttctaa
gggataaagc
cggtaaggtc
ttggtttgat
taactaccag
taacattgcc
agctaagatt
aacggataaa
gtcggcaaca

aaatgaattg
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acaaggctga
gttttagccc
tagaccttta
cctctagcaa
gacggaaacg
acctcgagag
taaacctaat
cttcccaact
tataattacc
aaattttgaa
ggcgccccaa
ggagtcgaat
tggctgttaa
tgcatcagca
agtgggttgt
agattaaaga
aggagttggg
tttcaattat
cgtctatgeg
aacctgaaat
atcgcttgga
agttaacctt
cattcggtga
ttgaagaaag
attcaéaggg
gagattgctg
agtgataaac
tctggtgtcg
tgggatacct
cgctacttta
tatgaacctt

gcagaatttg

tgaagaagac
ctaccatagt
atcatatggt
ctgcctagag
ctttctagct
gggacggaaa
tacctcgaga
gatataaacc
cattcctaga
aacagtattg
tgagttgaaa
gaaaaaatta
atttcatggc
gcaaacaaat
acatctgctc
ggtgtcctta
ggcagataaa
ttttgagact
tttgattttt
tgaagaggat
gacgagttat
taaagtacaa
atattcaggt
aaaagattga
cgacaggaga
ataatcaagt
ttggaaatéa
acagaagaca
atacaaacca
aaccgacggt
tctcaaaagg
agtttaatca
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agcataatag
gctgaaaaat
acactataga
cacaagatat
cgctataatt
ctttgaatag
ggggacggaa
taattacctc
aagatataaa
ataccgcttc
agtactttca
gtatttactt
ttcttgatgg
ccctatgecga
acagacgaca
aacgatctgc
ctgttagaga
ccaacaggtt
caaagtttga
accttagatt
ttcagggtgc
ggcgcccaaa
cttggcatga
tttattttac
acgaaaaaaa
tatttccgat
ccatcttgct
gtcaaatgag
ggctgatatt
tctaaacttg
tgattatgcg

agtacaaatt

tgtatgtgac
tagatgacat
tagtgtttcc
ggggatataa
acccattcct
tctttgaatc
acaggttttt
gagaggggac
cctaattacc
cagaaagtgt
gcttttgggg
ttaaaaggat
agcagttgga
ccaaggtaat
tcgaggataa
ctaaactcag
ttttcaatag
ttaaatctca
tgcaaaagta
acctatctga
acaggcaacyg
ctctaaaagc
aaacgagtct
ggagctcttt
cacgccttgg
caaattagat
tacataactt
gagagtgacg
tttaacgttt
aaatctaaac
gcaattgcga

gactctttgt

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



taaatctgtt
ctgatatttc
attacttgga
ccttttatga
ttatctataa
tatatcttga
atcgggctaa
aaaaaacggt
atttccaaac
tgagcgaact
tttctgagaa
gtaaatcttc
atgaccaaaa
atgaccattt
agggtgttgce
actataaggc
aaatatacaa
ctgttgtacg
aaggaaatgg
ttttcttcaa
ccggtgggga
aacttcgtga
gtctgtttgce
aaacagctaa
aatttgatcg
ttaatcacca
attatgatcg
cgcgtgaaac
caaataagga
agattagaaa
aaaaagcaat

ttcttacaac

cgaagcaacc
acttgctgat
agacaaaggt
ggaagaagct
tattaatatt
ctttatgagc
tatgctctat
agaaacactc
cagattatat
gaactcacct
aaaaatctca
tgaaagagag
agtgtgtgac
cattatcact
atttgaaaag
tggtacagtt
ttatgctgcce
tcttgacgtg
gcaatatagt
ggtttatatt
tgatgttttt
gaacttcatt
tgataagacc
aggcaatgag
gtttatcact
agatgaacga
tatgaatatg
agacagggat
tgataaggat
ggattaggat
tctaaaacta

aagtaagctc
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ctctcttttg
catagtcgtc
cgtcataact
tttctcctag
gcgacgaatg
gagtatatag
gtcggtgggg
gttcaatttg
gttgcctttg
gaaagctata
aggtatgatt
tgecgagattt
atttgtcgag
gaaaatgaaqg
ctgagccaag
aaggcaaccc
ttatctaaaa
gatgatttgg
actctatcac
aaccagtttg
gctattggct
aaatggacaa
cctattagct
aaagatagta
aatgtttacg
ggcaagaatt
gcacgtttag
aaatttaaaa
agaaaagaag
atgacaatct
gaaagaaata

agaaacttgc

tgccttcttce
tgacagcagc
ataaggagga
ctagctttga
gtgctgctaa
cagacagttt
gacatgctta
aaaaagattt
gttggggaag
gacaggtcta
atcaaaccct
gtcattccgt
gcttgtatca
ggcttcctat
aagctttttc
atgtttttgt
acgaaaatgg
gagcagcctt
gctcagccac
ctagtgataa
cttggcaaga
atggaaaact
taatggcaca
tttcactctt
acgataagtt
tcatttataa
cttattattt
catttaaaaa
cagagttagc
tgactgatga
ctaggaacag

tgagcttaac
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gactaatact
ttttgctcta
cttgtttact
cttatcaggg
acaattgaag
acttgataaa
ctttgtccta
caatcaattt
ctttgcggct
tcaaaaggct
tatgttgttg
tgagaattta
attttctaaa
tggtccgaac
ccgtgtctat
tggagattac
gttaggtatt
tatggctggc
tttctetcga
gaagctctct
tattattgcc
aacactatca
tcaaacaggg
tagttccgac
agagcagatt
attgattgaa
aacacgactt
tttattctat
cttgcttctc
gaattacgtt
aaagaatcct

tagtacactt

aaagaaatcg
gccatctatg
aaagcatcag
attcaagact
gctagatctt
ctaggcctca
gccaatactg
ttattggcaa
aaggatatca
agtcgcatga
aacaggggcyg
gttgcttatc
gagattgccc
gcatgtctta
gtcaaaaatg
cagtatgatg
aaacgtttag
ttctcccaac
agcatgagtc
atcatctatg
tttactgttg
gctggtatcg
gagctagaag
tataccttta
cgctatttct
ttgcttcgaa
gaagaattga
tcttggtaca
tatatctatg
gatattgcag
gatgccttct

tttgatgaga

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

43920

4980

5040



gtaaggtcaa
tctaccaagc
aggctcttaa
cattagtagc
attttcagct
agccattggt
tcctggttca
ggtagctgag
agataaacga
tgagctagac
ccgtatcact
tgatttcgag
caaagtgatt
tcgaggttac
tgatgttaaa
atattatgac
cattctcagc
tcgatgcatt
ttcaatttgg
aatcagttga
ttgctctaga
cagtcatcga
ctacaaccag
ttaatgagtt
ttggtegttt
agaatcattc
aagaagcaat
atgctaccaa
ttagtaaaac
ttttaaatta
tagaacattt

gtatacctct

agaatatgat
aggtagagag
ggaaatcaaa
ctatttcaag
caaattcgtt
gcaatcgatt
agtctcaaag
aaaccaagcg
ttcaaaatgg
tctcttgggg
gccgaagcta
ttgatttatg
cgagatggtt
ggtaaggttg
acattaaatg
ctttcagaat
agaccgtatc
tcttgcggaa
tcecctttttg
tgtcaaagag
aaatgttgac
tactgtgaca
attttcaaat
gatgtctagt
tgagttagat
agataaagtg
ggaagatgga
tgagaattat
atttgaaggt
tgctaaacca
aaattaagcc

agagaattta

ES 2398918 T3

gctctccttg
attgcagtaa
gatagagaga
ttttatggag
tagagacagg
cgcecectgttat
gaaaaatgag
atgacagtga
gacgcttgat
taagaagtta
atccaagaca
aaattacaga
taaaactgct
cttttgaaaa
aacttttaac
gctcattttg
ttctcagcac
gctaaccaag
ccgaaaccga
gttcgeccgtce
gattatctca
aaaaatcaac
gatacgtcgce
cttcagtatt
attcaaaata
atgagtctta
cattacttat
cgtaagcagg
cagattgttg
ctcttcttta
tcctgacact

tctatgaaaa

atcgtattgc
aagatctgat
cacttcaaag
gtaaagatta
cctccatatt
taaagatcct
aacgcttctt
tattcttagc
ttttcgtgat
tacagaagta
aattgaacgt
tgagaatgaa
tgaacttgat
actcaaagct
tgecggaggtc
gttcgggcaé
tagtgctaga
acaagttcac
ttggttatcc
aagcaaaatt
atggagagtt
cacataagga
tttacgtcat
caggtcttgyg
tccecactaga
cgacagcact
taactaaatc
atctttacaa
atgtgagacc
aattggaggt
tgctccaatt
taagaagttt

171

ttatttaaga
agaaaaggct
attttgtaga
atgacattcg
ggtggaagcg
attaccaacc
gccaaggttt
cgtttatttg
gccttettgt
aaatttgaaa
gctattcgta
aatcaagtcg
tatcttggtg
actaccgtat
taatatgacc
tcttgatagc
atccctaaaa
gctcacagat
caaacatgac
gtctaagaaa
atttgaaaat
cggcaatctt
cgcaaacgaa
tggaaagcgt
attgtcagat
tcctgtagat
aagtggtttt
atttgcttct
acttgatttc
ataaaaatga
catattggta

tactttcctg

gtacaatttg
caaattcttg
tatatggaag
ctaagattaa
atgcttttgce
taccgatcat
ataatgaaaa
ggaatagtaa
caaacgctga
atacaattga
ccagtacttt
aagaagattt
gttctggatc
ttggtaatta
tataaactgt
tcaaaattaa
atgggaaaac
gcctttccat
caaatagatc
ctgcaatttc
gaagagcatg
tatcaggtag
tctgatttgc
tcaagtggtt
agactgacta
gctgaccttg
gcatttagtc
ggttcaactt
cctcatgcectg
aaaatgacta
atggagagaa

acatggggaa

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900

6960



10

attctataat
aactcgtcca
agagcgttct
tgattcagcc
ctacattcct
taagtggaat
ccttatccct
tgtgagtgat
ttcagcgaaa
aacaaaaatt
attaggtaag
tcctgatgat
tgcttggaca
aatgaaaact
agttaagatt

gggaaaagct

<210> 479
<211> 624
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 479

atgagcgatt
atcattaaaa
gtattacttt
aaggtgaatg
aggcaggacg
cgtttagagg
agagagtttg
gtcaatgata
gcgaaatcct
aggagtagac

ttatattctt

aaaatggtgg
aatgcacgta
tttggaggtt
ggagctatta
ggtagctcac
aatgaaaatg
tggggaccaa
agtaagcctt
acaaataaag
gaatttgaga
agagcacaad
aagattcaag
aagactctat
aaaatggtta
ccatctggta

aatttcatga

tatatagtca
atgataataa
ttggtaatgc
tttactattt
aattccaaaa
ttgcgaggag
atacggatgg
ttcagaaagc
atttttacta

ggcctgggga

gcttaatggg

ES 2398918 T3

agaagaggct
ataatcgtct
atagtatctc
acgaagttaa
taaaaggtgc
ctgtaaatga
aaaagggaaa
ttgataataa
ctaaaccact
ttacaacaac
cgttttataa
ccaatctaca
ttaagcaagc
aaaaaggagt
atcattcatt

ttaaggagat

aaggtccaat
agagattgtc
acaactgacé
ctcaaatgtt
gcaagagttg
tattgctacg
tctactagat
ttattccatt
tctgaattta
ggattgtttt

ctga

tgctgaaaag
tatttccttc
tgaaacaggt
taaatttatt
tattcgtacc
ctttggaaga
agaatacgat
gagtcttatc
tcccttgtat
cactgatgaa
agactataag
atacccaatt
tgatggtatt
tcttaagctc
agtcaagaac

tgataaatga

tattacctgt
aaagaagtgt
acccaactca
ggtcaattta
caagcaaagg
accaaggtga
acctcagatt
acagaaatta
ctégttccta

aacagtgcecc

172

tttgaagcat
ttaaatgata
ttagaatcgg
cgagatgctt
attttaatga
tttecgaaag
gatttgttta
ttagtgcaga
agagaatcaa
gctggaagat
gcatttttcc
tatttaggtg
ttacaaagac
acaaaagcac

cacgagtcct

ccttatctga
ccatttcact
tcaaagcctt
tttctagtat
cttattttga
ggcacccaat
attctaggtt
tgggttacga
atgactttca

tcaattttgg

ttctaattca
accgaattgc
acaaaaatcc
ttggaaatcc
atactacccc
agaataagaa
acgcaattcg
aatgggatta
tctcteccatt
tgattgaaga
tatctgaatt
cggggagcegg
gatacagtcg
ctcttaaaac

tttatgaaat

acaaagaatt
cgttgataat
gtcaaagaac
tgaaacccac
agaggatttc
tgccttactt
tgaagatagt
aggtcgcctt
ttttaatggt

ctatagtatce

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7900

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

624



10

15

20

25

<210> 480
<211> 396
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 480

ttgcttaatg
catcatcagc
gtcgataata
aataaggatc
cgttcaagaa
ctttatacag

agtctctatg

<210> 481
<211> 330
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 481

atgggacttt
ttttgtctga
cttgagggtt
gattatcagt
ataatagtgt

gaaaaattag

<210> 482
<211> 732
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 482

ggctgattaa
atcatgcgac
cgcttatgga
aagacttcat
tattagaagt
cagataggca

agacaagtta

actttaacct
ttatttatga
atggcgtgag
c¢teteettaa
atgtgacaac

atgacattct

ES 2398918 T3

gaaaaacggg
cttggccagt
gttggtacga
actcacccat
ccatcagtat

aatcaagagt

cacaggaggg

cagcgaagaa
tattcgaagt
ggtgcaaaaa
ggatategayg
caaagaagag

cttettctaa

ctaagcttgg
gatttaatgg
aatggtaaac
gaaggcagagd
attgagttag
ttgattagag

cattaa

gagcgtgagt
aacaaacgta
tectgttteg
ggcttctaca

gtgactagtt

173

gatttggggt
aagaatggag
ttcttttaag
aaatctttgce
ataaaaaacg

cttttagaga

ttgccaaaca
gacttaaact
aagtcaacct
aggctgatga

ttageccccta

aattcacaag
acctatcatc
tcattttgaa
acgggcttta
ctattctttt

acttgacecct

aaaaaccatg
ctcgaaatta
gtcaagaaat
agaagacagc

ccatagtgcet

60

120

180

240

300

360

396

60

120

180

240

300

330



10

atgaaaaaat
aaatttcatg
cagcaaacaa
gtacatctgce
gaggtgtcct
ggggcagata
atttttgaga
cgtttgattt
attgaagagg

gagacgagtt
tttaaagtac

gaatattcag

agaaaagatt

<210> 483
<211> 2277
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 483

tagtatttac
gcttcettgat
atccctatgc
tcacagacga
taaacgatct
aactgttaga
ctccaacagg
ttcaaagttt
ataccttaga

atttcagggt
aaggcgcccea

gtcttggcat

ga

ES 2398918 T3

ttttaaaagg
ggagcagttg
gaccaaggta
catcgaggat
gcctaaactce
gattttcaat
ttttaaatct
gatgcaaaag
ttacctatct

gcacaggcaa
aactctaaaa

gaaaacgagt

atcgaccatc
gatagtgact
atccaaggga
aaggttttta
agtgtcgaaa
agtgaggaaa
caaggttcct
tatggaaggt
gaacacagca

cgaattcctg
gcttatgtca

ctcggtatgg

174

ctgcacaaga
atgttgatta
aagaaaacac
tgaccttatt
aagttgagat
atcaaaccta
acgtcatctt
tggttgaaaa
ctatcacgaa

cctttagagg
aaatgcttct

gagggataaa

tttggctgtt
tctgcatcag
gcagtgggtt
acagattaaa
tcaggagttg
tttttcaatt
ccecgtcectatg
tcaacctgaa
ttatecgcttg

aaagttaacc
aacatteggt

gcttgaagaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
660

720

732



ttgaagaaag
attcaaaggg
gagattgctg
agtgataaac
tctggtgtceg
tgggatacct
cgctacttta
tatgaacctt
gcagaatttg
ctctettttg
catagtcgtce
cgtcataact
tttctcctag
gecgacgaatg
gagtatatag
gteggtgggg
gttcaatttg
gttgcctttg
gaaagctata
aggtatgatt
tgcgagattt
atttgtcgag
gaaaatgaag
ctgagccaag

aaggcaaccc

aaaagattga
cgacaggaga
ataatcaagt
ttggaaatga
acagaagaca
atacaaacca
aaccgacggt
tctcaaaagg
agtttaatca
tgeccttette
tgacagcagc
ataaggagga
ctagctttga
gtgctgctaa
cagacagttt
gacatgctta
aaaaagattt
gttggggaag
gacaggtcta
atcaaaccct
gtcattcecgt
gecttgtatca
ggcettcectat
aagctttttce

atgtttttgt

ES 2398918 T3

tttattttac
acgaaaaaaa
tatttcegat
ccatcttgct
gtcaaatgag
ggctgatatt
tctaaacttg
tgattatgcg
agtacaaatt
gactaatact
ttttgeteta
cttgtttact
cttatcaggg
acaattgaag
acttgataaa
ctttgtecta
caatcaattt
ctttgegget
tcaaaaggct
tatgttgttg
tgagaattta
attttctaaa
tggteccgaac
cegtgtctat

tggagattac

ggagctcttt
cacgccttgg
caaattagat
tacataactt
gagagtgacg
tttaacgttt
aaatctaaac
gcaattgcga
gactctttgt
aaagaaatcg
gccatctatg
aaagcatcag
attcaagact
gctagatctt
ctaggcctca
gccaatactg
ttattggcaa
aaggatatca
agtcgcatga
aacaggggcg
gttgcttatc
gagattgccc
gcatgtetta
gtcaaaaatg

cagtatgatg

175

tgcatgatat
taggcgcgga
atcacatggc
atatcgctga
aggatacatc
ttggggcaca
ctaactttgc
ctcgtatcaa
taaatctgtt
ctgatatttc
attacttgga
ccttttatga
ttatctataa
tatatcttga
atcgggctaa
aaaaaacggt
atttccaaac
tgagcgaact
tttctgagaa
gtaaatcttc
atgaccaaaa
atgaccattt
agggtgttge
actataaggc

aaatatacaa

cggtaaggte
ttggtttgat
taactaccag
taacattgcce
agctaagatt
aacggataaa
gtcggcaaca
aaatgaattg
cgaagcaacc
acttgctgat
agacaaaggt
ggaagaagct
tattaatatt
ctttatgagc
tatgctctat
agaaacactc
cagattatat
gaactcacct
aaaaatctca
tgaaagagag
agtgtgtgac
cattatcact
atttgaaaag
tggtacagtt

ttatgctgce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



10

15

ttatctaaaa
gatgatttgg
actctatcac
aaccagtttg
gctattggct
aaatggacaa
cctattagct
aaagatagta
aatgtttacg
ggcaagaatt
gcacgtttag
aaatttaaaa

agaaaagaag

<210> 484
<211> 381
<212> ADN

acgaaaatgg
gagcagcctt
gctcagccac
ctagtgataa
cttggcaaga
atggaaaact
taatggcaca
tttcactctt
acgataagtt
tcatttataa
cttattattt
catttaaaaa

cagagttagc

ES 2398918 T3

gttaggtatt
tatggctggc
tttctctcga
gaagctctct
tattattgcc
aacactatca
tcaaacaggg
tagttccgac
agagcagatt
attgattgaa
aacacgactt
tttattctat

cttgcttctce

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 484

atgacaatct
gaaagaaata
agaaacttgc
gctctcecttg
attgcagtaa
gatagagaga
ttttatggag
<210> 485

<211> 663
<212> ADN

tgactgatga
ctaggaacag
tgagcttaac
atcgtattgc
aagatctgat
cacttcaaag

gtaaagatta

gaattacgtt
aaagaatcct
tagtacactt
ttatttaaga
agaaaaggct
attttgtaga

a

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 485

aaacgtttag
ttctcccaac
agcatgagtc
atcatctatg
tttactgttg
gctggtatcg
gagctagaag
tataccttta
cgctatttct
ttgcttcgaa
gaagaattga
tcttggtaca

tatatctatg

gatattgcag
gatgccttct
tttgatgaga
gtacaatttg
caaattcttg

tatatggaag

176

ctgttgtacg
aaggaaatgg
ttttcttcaa
ccggtgggga
aacttcgtga
gtctgtttgce
aaacagctaa
aatttgatcg
ttaatcacca
attatgatcg
cgcgtgaaac
caaataagga

agattagaaa

tcttgacgtg
gcaatatagt
ggtttatatt
tgatgttttt
gaacttcatt
tgataagacc
aggcaatgag
gtttatcact
agatgaacga
tatgaatatg
agacagggat
tgataaggat

ggattag

aaaaagcaat
ttcttacaac
gtaaggtcaa
tctaccaagc
aggctcttaa

cattagtagc

tctaaaacta
aagtaagctc
agaatatgat
aggtagagag
ggaaatcaaa

ctatttcaag

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2277

60

120

180

240

300

360

381



10

atgacattcg
ggtggaagcg
attaccaacc
gccaaggttt

cgtttatttg

gccttcttgt
aaatttgaaa
gctattcgta
aatcaagtcg
tatcttggtg
actaccgtat
taa

<210> 486

<211>900
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 486

ctaagattaa
atgcttttge
taccgatcat
ataatgaaaa

ggaatagtaa

caaacgctga
atacaattga
ccagtacttt
aagaagattt
gttctggatc

ttggtaatta

ES 2398918 T3

attttcagct
agccattggt
tcctggttca
ggtagctgag
agataaacga
tgagctagac
ccgtatcact
tgatttcgag
caaagtgatt
tcgaggttac

tgatgttaaa

caaattcgtt
gcaatcgatt
agtctcaaag
aaaccaagcg
ttcaaaatgg
tctcttgggg
gccgaagcta
ttgatttatg
cgagatggtt

ggtaaggttg

acattaaatg

177

tagagacagg
cgccectgttrat
gaaaaatgag
atgacagtga
gacgcttgat
taagaagtta
atccaagaca
aaattacaga
taaaactgct
cttttgaaaa

aacttttaac

Ccctccatatt
taaagatcct
aacgcttctt
tattcttagc

ttttcgtgat

tacagaagta
aattgaacgt
tgagaatgaa
tgaacttgat
actcaaagct

tgcggaggtce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€600

660

663



10

atgacctata
gatagctcaa
ctaaaaatgg
acagatgcct
catgaccaaa
aagaaactgc
gaaaatgaag
aatctttatc
aacgaatctg
aagcgttcaa
tcagatagac
gtagatgctg
ggttttgcat
gcttctggtt

gatttccctc

<210> 487
<211> 1074
<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 487

aactgtatat
aattaacatt
gaaaactcga
ttccatttca
tagatcaatc
aatttcttgc
agcatgcagt
aggtagctac
atttgcttaa
gtggttttgg
tgactaagaa
accttgaaga
ttagtcatgc
caacttttag

atgctgtttt

ES 2398918 T3

tatgaccttt
ctcagcagac
tgcatttctt
atttggtccc
agttgatgtc
tctagaaaat
catcgatact
aaccagattt
tgagttgatg
tcgttttgag
tcattcagat
agcaatggaa
taccaatgag
taaaacattt

aaattatgct

cagaatgcte
cgtatcttct
gcggaagcta
tttttgececga
aaagaggttc
gttgacgatt
gtgacaaaaa
tcaaatgata
tctagtctte
ttagatattc
aaagtgatga
gatggacatt
aattatcgta
gaaggtcaga

aaaccactct

attttggtte
cagcactagt
accaagacaa
aaccgattgg
gccgtcaagc
atctcaatgg
atcaaccaca
cgtecgettta
agtattcagg
aaaatatccc
gtcttacgac
acttattaac
agcaggatct
ttgttgatgt

tctttaaatt

gggcactctt
gctagaatcc
gttcacgctc
ttatcccaaa
aaaattgtct
agagttattt
taaggacggc
cgtcatcgca
tcttggtgga
actagaattg
agcacttcct
taaatcaagt
ttacaaattt
gagaccactt

ggaggtataa

atgaaaaatg actatagaac atttaaatta agcctcctga cacttgctcc aattcatatt

ggtaatggag agaagtatac ctctagagaa tttatctatg aaaataagaa gttttacttt

cctgacatgg ggaaattcta taataaaatg gtggagaaga ggcttgctga aaagtttgaa

178

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

60

120

180



gcatttctaa
gataaccgaa
tcggacaaaa
gcttttggaa
atgaatacta
aaagagaata
tttaacgcaa
cagaaatggg
tcaatctctce
agattgattg
ttcctatctg
ggtgcgggga
agacgataca
gcacctctta

tccttttatg

<210> 488
<211> 5974
<212> ADN

ttcaaactcg
ttgcagagcg
atcctgattc
atccctacat
ccecctaagtg
agaaccttat
ttcgtgtgag
attattcagc
cattaacaaa
aagaattagg
aatttcctga
gcggtgcttg
gtcgaatgaa
aaacagttaa

aaatgggaaa

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 488

ES 2398918 T3

tccaaatgca
ttcttttgga
agccggagcet
tcctggtage
gaataatgaa
cccttgggga
tgatagtaag
gaaaacaaat
aattgaattt
taagagagca
tgataagatt
gacaaagact
aactaaaatyg
gattccatct

agctaatttc

cgtaataatc
ggttatagta
attaacgaag
tcactaaaag
aatgctgtaa
ccaaaaaagg
ccttttgata
aaagctaaac
gagattacaa
caagcgtttt
caagccaatc
ctatttaagc
gttaaaaaag
ggtaatcatt

atgattaagg

179

gtcttatttc
tctctgaaac
ttaataaatt
gtgctattcg
atgactttgg
gaaaagaata
ataagagtct
cacttccctt
caaccactga
ataaagacta
tacaataccc
aagctgatgg
gagttcttaa
cattagtcaa

agattgataa

cttcttaaat
aggtttagaa
tattcgagat
taccatttta
aagatttcecg
cgatgatttg
tatcttagtg
gtatagagaa
tgaagctgga
taaggcattt
aatttattta
tattttacaa
gctcacaaaa
gaaccacgag

atga

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1074



atgaataagc
attacagatg
gaatatatta
gatagacgct
tatttacaag
ttagaggatt
acattgcagg
gaattagctg
atcattaaat
gacatttcaa
gatttgttat
gcgaagaaag
gaatttttga

gataaaacgc

catattcaat
attataaagt
agaagaatct
tgaagcgaac
aaatttttgc
cttttctagt
aagagaaaga
acaagaaaga
ttagagggca
aacaatatca
ctcaaaacgt
atcgtatttt
aattgattgt

cgcttcaatt

ES 2398918 T3

aggccttgac
acctgctaag
cataggtgcet
tgctcgtegt
agaggaaatg
tgaggaagat
ttatcatgaa
aaaagcagac
tttcctaatt
agatttttta
tgacgtagag
agcgcagtat
cggaaatcaa

cgctaaggat

atcggtacta
aagatgagag
ctgetttttg
cgttatacac
agtaaagttg
aagagaggga
aaattttcga
cttcgtetta
gaggatgata
gaaatcttta
gcaatactaa
cctaaccaaa
gctgacttca

agctacgatg

180

attccgtcgg
ttttagggaa
atggcgggaa
gtcgtagaaa
aﬁgatagttt
gcaagtatcc
caatctatca
tttatattgc
gctttgatgt
atacaacttt
cagataagat
aatctactgg
agaaatattt

aagatttaga

atggagcatt
cactgataaa
tactgctgcea
tcgtattcta
ctttcatcga
tatctttgca
tttgagaaaa
tctagctcat
caggaataca
tgaaaataat
tagcaagtct
catttttgca
caatttggag

aaatcttctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ggacagattg
gtccttttgt
tctatgattc
aaagcttcat
gctggttata
ttgaccaagc
agaaaacaaa
aaagctatta
attgaaaaaa
agtgattttg
gacttggttg
ttttatcttc
gtctataatg
gatagcaata
aagaagaagt
attggtctag
gaaaaaatac
atcgtccaaa
tataaagatc
tggggacgat
atcttggact
gatgatggtc
aatctaaaag
caaagtttga
gtggttgaga
cgctataaac
ttgaaagaat
ttacaaaacg
tatgatattg
gttttggtat
gtaaaagatt

aagtataata

gtgatgaatt
ctggcattct
agcgttatga
tgccggaaaa
ttgaaggtaa
aagaagatag
ggacctttga
tcecgeegtcea
tccttacctt
catggatgac
ataaagaaaa
ctgaagaaaa
agttgactaa
ttaaacaaga
tgctagattt
ataaagaaaa
tagacaaaga
ctctaacatt
tttttacaga
tgtctgctaa
atcttattga
tatctttcaa
aagttgtagg
aaattgttga
tggcgcgtga
ttcttgatga
atcctacgga
gaagagatat
accacattat
catctgctaa
gtaaagtttt

atttgactaa
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tgcagactta
tacagtaatc
tgaacataga
atatcaagaa
aactaatcaa
cgagaatttt
taatggctca
atcagaatac
tagaattcct
tcgcaaaaca
atctgcggaa
agttttacca
ggttagatat
aatctttgat
tctggctaaa
taaagctttc
ttttctagat
atttgaagac
gtcacaacta
gttaatcaat
tgatggtaga
atcaattatc
tgagcttgéa
tgagcttgtt
gaatcaaaca
tggcgttaag
taatcaagcg
gtatacaggg
tcctcaagcect
aaatcgtgga
ctggaaaaaa

ggcagagcgce

ttctcagcag
gacctcagta
gaggacttga
atatttgctg
gaagcttttt
cttgaaaaaa
attccacacc
tatcccttct
tattatatcg
gatgacagta
gcttttatcc
aagcatagtc
aaaaatgagc
ggagtattca
gaatatgagg
aacgcctcat
aatccagata
agagaaatga
aaaaaactct
ggtattcgag
tctaatcgca
agtaaggcac
ggtagccctg
aaagtcatgg
acaaatcaag
aatctagcta
ttgcaaaatg
gaagctctag
ttcataaaag
aagtcagatg
ttacttgatg

ggaggcctaa

181

cgaaaaagtt
ccaaggcgcc
aacagttaaa
attcatcaaa
ataaatacct
tcaagaatga
aagtccattt
tgaaagagaa
ggccactage
ttcgaccttg
atcgtatgac
ttatttatga
aaggtgagac
aggaacatcg
agtttaggat
tgggaactta
atgagtctat
ttaagaagcg
atcgtcgtca
ataaagagag
actttatgca
aggctggtag
ctattaaaaa
gatacgaacc
gtcgtcgtaa
gtgacttgaa
aaagactttt
atattgacaa
atgattctat
atgttcctag
ctaagttaat

cttcecgatga

atatgatagt
actttcagct
acaattcgta
agatggctac
gtcaaaattg
agatttcttg
gacagagctg
tcaagatagg
acgtgagaag
gaattttgaa
caacaatgat
aaaatttacg
ttattttttt
taaggtatcc
agtagatgtt
ccacgatctc
tctggaagat
tcttgaaaac
ctatactggc
tcaaaaaaca
gttgataaat
tcattcagat
gggaattcta
tgaacaaatt
ctctcgacaa
tggcaatatt
cctttactac
tttaagtcaa
tgataatcgt
ccttgaaatt
gagtcagcgt

taaggcaaga

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



tttatccaac
gatgaacgct
gtaaccttga
cgtgaagtta
gctattctaa
tataatagtt
atgaacttct
attgaagtta
gttagaaaag
ggtggtttct
aaaacgaagg
gcttactctg
gttacggaac
gcttteccttg
aagtatagtc
ttacaaaaag
agtcgttata
aatcaacatg
gttattctag
aatatatcag
ggagctccag
actaaagaag
cgtattgatt
aaatacacat
gacggaaatg
tttgtcgacc
cgataaacgc
aéaattatct
tattgcacaa
atcccagtct

ggggcatgct

aggataatcca

gtcagttggt
ttaataatga
agtcaaattt
acaattatca
ccaaatatcc
acaaaacgcg
ttaaaactaa
ataatgatac
tcttgtcata
ctaaggaatc
atatttattt
ttttagttgt
ttttaggaat
aatcaaaagg
tgttcgaatt
gtaatgagct
atgagtcaaa
tctcttattt
cagatgctaa
tagatgaact
cagcttttaa
tacttaattc
tgggtaagtt
tctaagctct
attcatctat
atgctgatta
ttgccaacag
aggcagatgt
aaaattttga
attatgaatc
gctaggattt

ataaatgctg
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tgagacacga
gcttgatagt
ggtttcaaat
ccatgcacat
tcagttagag
taaatccgct
ggtaacttta
gggtgaaatt
ccctcagaac
aatcttggcg
agatcctaag
agctgatatc
taccatcatg
ctatttaaat
agaaaatggg
agccttacca
aggtaaacca
tgatgacatc
tttagagaaa
tgctaataat
attttttgat
taccctaatt
aggagaagat
cttataaaaa
cagagattga
aacgtttggt
ctatgttaat
catggattga
atcagtcttt
tctaccatga
atttcaatac

gtttagacta

caaattacca
aaaggtagaa
ttccgaaaag
gatgcctatc
ccagaatttg
acagaaaagc
gcggatggaa
gtttgggata
aatatcgtga
catggtaact
aaatatggag
aaaaagggta
gagaggtcca
attagggctg
cgtcgtcgat
acacaattta
gaggagattg
cttcaattaa
atcaataagc
attatcaatc
aaaatagttg
catcaatcta
tgatatggca
taatcatctg
cattctaatc
tgatgaaaat
gccgtactat
agatgtcaaa
ttatctcggt
cttagaacct
actttttgga

cggatattca
182

agcatgttgc
ggatccgcaa
aatttggatt
ttaatgcagt
tctacggcga
tatttttcta
ccgttgttgt
aaaagaaaca
agaagacaga
cagataagtt
gttttgatag
aagcacaaaa
gatttgagaa
ataaactaat
tacttgctag
tgaagttctt
agaagaaaca
ttaatgattt
tttaccaaga
tatttacttt
atagaaaacg
ttactggact
ggttggcgaa
atttttaaag
atggaaacaa
attttagtta
gccagacatg
gcagatgttt
gagtgttctt
tttgatcctt
aatgattttt

ttgcttttga

ccgtatcttg
agttaaaatt
ctataaaatt
agttgctaaa
ctatccaaaa
ttcaaatatt
aaaagatgat
ctttgcgaca
gattcagaca
gattccaaga
tccgatagta
actaaaaaca
aaatccatca
tattttgccc
tgctggtgaa
ataccttgca
agaatttgta
ttcaaaacga
taataaggaa
taccagtcta
ctatacatca
ttatgaaaca
ccgttgttgt
attcttatca
cagatatcgt
tattttgtga
attcgagttt
ggacatcaat
tctttgaaaa
ctaatcgtga
caagagagca

gtatgtttgc

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680



gcgtgaagtt
taatcagttc
tatttatgaa
ttcagagaca
taccaaaaaa
atgagttatc
gaacggaagg
cagttttctg
cggcttaaag
caatttgcga
agtcgcttgg
accattagtg
attggtgaaa
gcagaaaagt
caactcagca
gccagaagtg
tgagtgtcta
taaggcactg
aattatacaa
agcttatctt
gtcagtactc

ggattatttc

<210> 489
<211> 4113
<212> ADN

gttaagtgtg
aacctagcaa
aataggcaga
tacagctaca
gttattaagt
ggtatatgcg
cgtatcgtaa
tttatagtaa
tgaataatcc
gaatggttta
ttttcctagg
ttaagtaatg
catttttatc
ctgaaggcaa
cctattctaa
aaatcaatgg
gagaatgagc
ggagtcaaaa
gtttaccatt
accaaagatg
tttctagaac

ttgataggcg

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 489
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gttgcatgac
gcgatattat
gtgattttgt
atggtaaaga
cgctaaatag
aatgatttta
gtttagaaag
attattactc
taaaaagggt
cctccatgga
agattcttat
ctacgatttt
aatatgacgt
cagagttaat
agttgataca
tagaaaaatt
ttgatttaga
ttgagacaca
atttaacgaa
aagttataaa
ctagaagact

aaaatatggt

acaatttggc
ggaaccattt
caaaatgaaa
aatgtatctc
tgatgggaat
atgtttgata
tttctcttga
aataatacag
aatatcacac
gaacgcaaca
gatcaagatt
aacgatagaa
agatgaacat
gctggttaca
tggtgactta
agcagctact
atacgatgaa
gagcgacact
aaagaatctc
attatgtgaa
ctatgattta

ataa

183

ttgaagcatg
cgcccaatcg
agagaactct
tcaaatattg
ggaattccgg
tgcctactga
gcgaaggctt
ctaataatgc
tcttaacagt
caagtgttgc
aattttccaa
gatgtttcag
ttgaaattat
gatatcttag
gaaaatcaat
attacagaac
attaagattt
atctttgaaa
ttggtttttg
tacatcaatt

ccgcaatatg

ctaatcaatt
ttgataggat
tttctatgtt
tcagcgacta
agtttaggat
aacagcagaa
tatcatgcat
tatgataggt
tacggaaaaa
caactctgat
ttttagatga
tttattcttc
ttgatgataa
gatacgatgt
tcaacgaaaa
ttatcgcatt
tagaactcat
aatgttttga
ttaatagcgg
taatgcaaaa

ttattgataa

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

5974



atgaataagc
attacagatg
gaatatatta
gatagacgct
tatttacaag

ttagaggatt

catattcaat
attataaagt
agaagaatct
tgaagcgaac
aaatttttgc

cttttctagt
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aggccttgac
acctgctaag
cataggtgct
tgctegtegt
agaggaaatg

tgaggaagat

atcggtacta
aagatgagag
ctgctttttg
cgttatacac
agtaaagttg

aagagaggga

184

attccgtcgg
ttttagggaa
atggcgggaa
gtcgtagaaa
atgatagttt

gcaagtatcc

atggagcatt
cactgataaa
tactgctgca
tcgtattcta
ctttcatcga

tatctttgca

60

120

180

240

300

360



acattgcagg
gaattagctg
atcattaaat
gacatttcaa
gatttgttat
gcgaagaaag
gaatttttga
gataaaacgc
ggacagattg
gtccttttgt
tctatgattc
aaagcttcat
gctggttata
ttgaccaagc
agaaaacaaa
aaagctatta
attgaaaaaa
agtgattttg
gacttggttg
ttttatcttc
gtctataatg
gatagcaata
aagaagaagt
attggtctag
gaaaaaatac
atcgtccaaa
tataaagatc
tggggacgat
atcttggact
gatgatggte
aatctaaaag

caaagtttga

aagagaaaga
acaagaaaga
ttagagggca
aacaatatca
ctcaaaacgt
atcgtatttt
aattgattgt
cgcttcaatt
gtgatgaatt
ctggcattct
agcgttatga
tgccggaaaa
ttgaaggtaa
aagaagatag
ggacctttga
tcecgeegtcea
tccttacctt
catggatgac
ataaagaaaa
ctgaagaaaa
agttgactaa
ttaaacaaga
tgctagattt
ataaagaaaa
tagacaaaga
ctctaacatt
tttttacaga
tgtctgctaa
atcttattga
tatctttcaa
aagttgtagg

aaattgttga
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ttatcatgaa
aaaagcagac
tttectaatt
agatttttta
tgacgtagag
agcgcagtat
cggaaatcaa
cgctaaggat
tgcagactta
tacagtaatc
tgaacataga
atatcaagaa
aactaatcaa
cgagaatttt
taatggctca
atcagaatac
tagaattcct
tcgcaaaaca
atctgcggaa
agttttacca
ggttagatat
aatctttgat
tctggctaaa
taaagctttc
ttttctagat
atttgaagac
gtcacaacta
gttaatcaat
tgatggtaga
atcaattatc
tgagcttgca

tgagcttgtt

aaattttcga
cttcgtctta
gaggatgata
gaaatcttta
gcaatactaa
cctaaccaaa
gctgacttca
agctacgatg
ttctcagcag
gacctcagta
gaggacttga
atatttgctg
gaagcttttt
cttgaaaaaa
attccacacc
tatccecttcet
tattatatcg
gatgacagta
gcttttatcc
aagcatagtc
aaaaatgagc
ggagtattca
gaatatgagg
aacgcctcat
aatccagata
agagaaatga
aaaaaactct
ggtattcgag
tctaatcgca
agtaaggcac

ggtagccctg

aaagtcatgg

185

caatctatca
tttatattgce
gctttgatgt
atacaacttt
cagataagat
aatctactgg
agaaatattt
aagatttaga
cgaaaaagtt
ccaaggcgcc
aacagttaaa
attcatcaaa
ataaatacct
tcaagaatga
aagtccattt
tgaaagagaa
ggccactagc
ttcgaccttg
atcgtatgac
ttatttatga
aaggtgagac
aggaacatcg
agtttaggat
tgggaactta
atgagtctat
ttaagaagcg
atcgtcgtca
ataaagagag
actttatgca
aggctggtag
ctattaaaaa

gatacgaacc

tttgagaaaa
tctagctcat
caggaataca
tgaaaataat
tagcaagtct
catttttgca
caatttggag
aaatcttctt
atatgatagt
actttcagct
acaattcgta
agatggctac
gtcaaaattg
agatttcttg
gacagagctg
tcaagatagg
acgtgagaag
gaattttgaa
caacaatgat
aaaatttacg
ttattttttt
taaggtatcc
agtagatgtt
ccacgatctc
tctggaagat
tcttgaaaac
ctatactggc
tcaaaaaaca
gttgataaat
tcattcagat
gggaattcta

tgaacaaatt

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



gtggttgaga
cgctataaac
ttgaaagaat
ttacaaaacg
tatgatattg
gttttggtat
gtaaaagatt
aagtatgata
tttatccaac
gatgaacgct
gtaaccttga
cgtgaagtta
gctattctaa
tataatagtt
atgaacttct
attgaagtta
gttagaaaag
ggtggtttct
aaaacgaagg
gcttactctg
gttacggaac
gcttteccttg
aagtatagtc
ttacaaaaag
agtcgttata
aatcaacatg
gttattctag
aatatatcag
ggagctccag
actaaagaag

cgtattgatt

<210> 490

tggcgcgtga
ttcttgatga
atcctacgga
gaagagatat
accacattat
catctgctaa
gtaaagtttt
atttgactaa
gtcagttggt
ttaataatga
agtcaaattt
acaattatca
ccaaatatcc
acaaaacgcg
ttaaaactaa
ataatgatac
tcttgtcata
ctaaggaatc
atatttattt
ttttagttgt
ttttaggaat
aatcaaaagg
tgttcgaatt
gtaatgagct
atgagtcaaa
tctcttattt
cagatgctaa
tagatgaact
cagcttttaa
tacttaattc

tgggtaagtt
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gaatcaaaca
tggcgttaag
taatcaagcg
gtatacaggg
tcctcaagcet
aaatcgtgga
ctggaaaaaa
ggcagagcgc
tgagacacga
gcttgatagt
ggtttcaaat
ccatgcacat
tcagttagag
taaatccgct
ggtaacttta
gggtgaaatt
ccctcagaac
aatcttggcg
agatcctaag
agctgatatc
taccatcatg
ctatttaaat
agaaaatggg
agccttacca
aggtaaacca
tgatgacatc
tttagagaaa
tgctaataat
attttttgat
taccctaatt

aggagaagat

acaaatcaag
aatctagcta
ttgcaaaatg
gaagctctag
ttcataaaag
aagtcagatg
ttacttgatg
ggaggcctaa
caaattacca
aaaggtagaa
ttccgaaaag
gatgcctatce
ccagaatttg
acagaaaagc
gcggatggaa
gtttgggata
aatatcgtga
catggtaact
aaatatggag
aaaaagggta
gagaggtcca
attagggctg
cgtcgtcgat
acacaattta
gaggagattg
cttcaattaa
atcaataagc
attatcaatc
aaaatagttg
catcaatcta

tga

186

gtcgtcgtaa
gtgacttgaa
aaagactttt
atattgacaa
atgattctat
atgttcctag
ctaagttaat
cttccgatga
agcatgttgc
ggatccgcaa
aatttggatt
ttaatgcagt
tctacggcga
tatttttcta
ccgttgttgt
aaaagaaaca
agaagacaga
cagataagtt
gttttgatag
aagcacaaaa
gatttgagaa
ataaactaat
tacttgctag
tgaagttctt
agaagaaaca
ttaatgattt
tttaccaaga
tatttacttt
atagaaaacg

ttactggact

ctctcgacaa
tggcaatatt
cctttactac
tttaagtcaa
tgataatcgt
ccttgaaatt
gagtcagcgt
taaggcaaga
ccgtatcttg
agttaaaatt
ctataaaatt
agttgctaaa
ctatccaaaa
ttcaaatatt
aaaagatgat
ctttgcgaca
gattcagaca
gattccaaga
tccgatagta
actaaaaaca
aaatccatca
tattttgccc
tgctggtgaa
ataccttgca
agaatttgta
ttcaaaacga
taataaggaa
taccagtcta
ctatacatca

ttatgaaaca

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

33960

4020

4080

4113



10

15

20

<211> 870
<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 490

atggcaggtt
catctgattt
ctaatcatgg
gaaaatattt
tactatgcca
gtcaaagcag
ctcggtgagt
gaaccttttg
tttggaaatg
tattcattgc
tttggcttga
ccatttcgcc
atgaaaagag
tatctctcaa

gggaatggaa

<210> 491
<211> 327
<212> ADN

ggcgaaccgt
ttaaagattc
aaacaacaga
tagttatatt
gacatgattc
atgtttggac
gttctttectt
atccttctaa
atttttcaag
ttttgagtat
agcatgctaa
caatcgttga
aactcttttc
atattgtcag

ttccggagtt

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 491

atgcgaatga
cgtaagttta
agtaaattat
aatcctaaaa
gtttacctcce

ctaggagatt

<210> 492
<211> 666
<212> ADN

ttttaatgtt
gaaagtttcet
tactcaataa
agggtaatat
atggagaacg

cttatgatca

<213> Streptococcus agalactiae
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tgttgtaaat
ttatcagacg
tatcgttttg
ttgtgacgat
gagtttacaa
atcaattatt
tgaaaaatcc
tcgtgagggg
agagcaggat
gtttgcgegt
tcaatttaat
taggattatt
tatgttttca
cgactatacc

taggatatga

tgatatgcct
cttgagcgaa
tacagctaat
cacactctta
caacacaagt

agattaa

acacattcta
gaaatgattc
tcgaccatgc
aaacgcttgc
ttatctaggc
gcacaaaaaa
cagtctatta
catgctgcta
aatccaataa
gaagttgtta
cagttcaacc
tatgaaaata
gagacataca

aaaaaagtta

actgaaacag
ggctttatca
aatgctatga
acagttacgg

gttgccaact

187

agctctctta
atctatcaga
tgattaaacg
caacagctat
agatgtcatg
ttttgaatca
tgaatctcta
ggatttattt
atgctggttt
agtgtggttg
tagcaagcga
ggcagagtga
gctacaatgg

ttaagtcget

cagaagaacg
tgcatcagtt
taggtcggct
aaaaacaatt

ctgatagtcg

taaaaataat
gattgacatt
tttggttgat
gttaatgccg
gattgaagat
gtctttttat
ccatgactta
caatacactt
agactacgga
catgacacaa
tattatggaa
ttttgtcaaa
taaagaaatg

aaatagtgat

gaaggcgtat
ttcetgtttat
taaagtgaat
tgcgagaatg

cttggttttc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

870

60

120

180

240

300

327



10

<400> 492

atgatcaaga

ttaacgatag

gtagatgaac
atgctggtta
catggtgact
ttagcagcta
gaatacgatg
cagagcgaca
aaaaagaatc
aaattatgtg
ctctatgatt

gtataa

<210> 493
<211> 5995
<212> ADN

ttaattttcc

aagatgtttc

atttgaaatt
cagatatctt
tagaaaatca
ctattacaga
aaattaagat
ctatctttga
tecttggtttt
aatacatcaa

taccgcaata

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 493

ES 2398918 T3

aattttagat

agtttattct

atttgatgat
aggatacgat
attcaacgaa
acttatcgca
tttagaactc
aaaatgtttt
tgttaatagc
tttaatgcaa

tgttattgat

gaaccattag

tcattggtga

aagcagaaaa
gtcaactcag
aagccagaag
tttgagtgtce
attaaggcac
gaaattatac
ggagcttatc
aagtcagtac

aaggattatt

188

tgttaagtaa

aacattttta

gtctgaaggce
cacctattct
tgaaatcaat
tagagaatga
tgggagtcaa
aagtttacca
ttaccaaaga
tctttctaga

tcttgatagg

tgctacgatt

tcaatatgac

aacagagtta
aaagttgata
ggtagaaaaa
gcttgattta
aattgagaca
ttatttaacg
tgaagttata
acctagaaga

cgaaaatatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

666



atgaataagc
attacagatg
gaatatatta
gatagacgct
tatttacaag
ttagaggatt
acaatgcagg
gaattggctg
atcattaaat
gatattcaaa
catttgttat
gcgaagaagg
gaatttttga
gataaaacac
ggacagattg
gttcttttat
tctatgattc

aaagcttcat

catattcaat
attataaagt
agaagaatct
tgaagcgaac
aaatttttgc
cttttctagt
aggagaaata
acaagaaaga
tcagagggca
aacaatatca
ctcaaaatgt
atcgcatctt
aattgattgt
cgcttcaatt
gtgatgaatt
ctggcattct
agcgttatga

tacctgaaaa

ES 2398918 T3

aggccttgac
acctgctaag
cataggtgct
tgctcgtegt
agaggaaatg
tgaggaagat
ttatcatgaa
aaaagcagac
tttcctaatt
agccttttta
agatgtagaa
agcgcagtat
cggaaatcaa
cgctaaggat
tgcagactta
tacagtaact
tgaacatcat

ttatcgggaa

atcggtacta
aagatgagag
ctgctttttg
cgttatacac
agtaaagttg
aagagaggta
aaatttccga
cttcgtcttg
gaggatgata
gaaatttttg
gcaattctaa
cctaaccaaa
gctgacttca
agctacgatg
ttctcagtag
gatctcagta
gaggacttaa

gtatttgctg
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attccgtcgg
ttttagggaa
atggcgggaa
gtcgtagaaa
atgatagttt
gcaagtatcc
caatctatca
tttatctggce
gatttgatgt
atactacctt
cagataagat
aatctactgg
agaaacattt
aagatttaga
cgaaaaagct
ccaaggcgcce
agcatctaaa

attcatcaaa

atggagcatt
cactgataaa
tactgctgca
tcgtattcta
ctttcatcga
tatctttgca
tttgagaaaa
tctagctcat
gaggaatacc
tgaaaataat
tagcaagtct
tatttttgca
caatttggag
aaatcttctt
atatgatagt
actttctgce
acaattcgta

agatggctac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



gctggctata
ttgaccaaac
agaaaacaga
agggctatta
attgaaaaaa
agtgattttg
gacttggttg
ctctatcttc
gtttacaatg
ttaaatagga
actgaaaagg
aaaggaattg
cttggcaagg
actctaacct
ttttttacag
ttgtctgcta
tatcttattg
ctatcattta
gaagttgtag
aaaatagttg
atggcacgtg
accttgagag
tatgtgaaag
ttacaaaacg
tatgatattg
gttttggtat
gtaaaagctc
aagtatgata
tttatccaac
gatgaacgct
accttgaagt

gaagttaatg

ttgaaggcaa
aagaaggtag
gaacctttga
ttcgacgtca
tccttacctt
catggatgac
ataaagaaaa
cagaagaaaa
aattaacgaa
agcaaaaaga
atattattag
agaaacagtt
atttccttga
tatttgaaga
agtcacagct
agctaataaa
atgatggaag
aaccaattat
gtgaacttgc
atgagctggt
agaaccaaac
aatctcttgc
atcaagttga
gaagagatat
accacattat
catctgctaa
gcaaaatgtt
atttgactaa
gtcagttggt
tcaataatga
caaatttggt

attatcacca
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aactaatcaa
cgagtatttt
taatggctca
atcagaatac
tagaattcct
tcgcaaaaca
atctgcggaa
agttttacca
ggttagattt
aactatcttt
ttttttgaat
taacgctagc
tgatacagat
tagagaaatg
taaaaagctc
tggcatccga
tgcaaaccga
tgacaaggca
tggtagccct
taaagtcatg
gacagcaaaa
taatttgaag
aaatcatcat
gtatacaaaa
tcctecaagcet
aaatcgtgga
ctggaaaaat
ggcagagcgc
tgagactcga
agttgataat
ttcaaatttc

tgcacacgat

gaagcttgtt
cttgagaaaa
atcccgcatce
tatccattct
tattatgtcg
gatgacagta
gcttttatcc
aagcatagtc
ttggcagaag
aacagcttgt
aaagttgatg
ctttcaacct
aacgagctta
attaagaagt
tatcgeccegte
aataaagaga
aacttcatgc
cgaactggta
gctattaaaa
ggctatgaac
ggattaagtc
agtaatattt
ttatctgatg
aaggctctgg
ttcataaaag
aaatcagatg
ttactggatg
ggaggcctaa
caaattacca
ggtaaaaaga
cgaaaagaat

gcttatctta
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ataaatatct
ttaagaatga
aagtccattt
tgaaagagaa
ggccactagc
ttcgaccttg
atcgcatgac
ttatttatga
gctttaaaga
ttaaggaaaa
gatatgaagg
atcatgatct
ttttggaaga
gtcttgacat
actatactgg
atcaaaaaac
agttgataaa
gtcattcgga
aagggattct
ctgaacaaat
gttcacgaca
tggaagagaa
accgtctttt
atattgataa
atgattctat
atgttcctag
ctaagttaat
cttcecgatga
agcatgtagc
tttgcaaggt
ttggattcta

atgcagtagt

gttaaaattg
agattttttg
gacagaattg
tcaagatagg
acgtgagaag
gaattttgaa
caacaatgac
aaaatttact
ttttcaattt
acgtaaagta
aattgcaatc
taaaaaaata
tatcgtccaa
ctataaagat
ctggggacga
aatcttggac
tgatgatgat
taatctgaaa
acaaagtttg
cgtggttgaa
acgcttgaca
aaagcctaag
cctttactac
tttaagtcaa
tgataatcgt
cattgaaatt
gagtcagcgt
taaggcaaga
tcgtatcttg
taaaattgta
taaaattcgt

tgccaaagct

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



attctaacca
aaactttcga
atgtttttet
tctattgttg
aaaaagaaac
aagaagacag
tcagataagt
ggttttgata
aaagcacaaa
agatttgaga
gataaattaa
ttacttgcta
atgaagttct
gagaagaaac
attaatgatt
ctttaccagg
ctatttactt
gatagaaaac
attactggac
aggttggcga
gatttttaaa
catggaaacg
tattttagtc
tgctagacat
agcggatgtt
tgagtgttct
ttttgaccct
aaatgatttt
tctgattttg
cttaaagcat
tcgcccaatce

aagagaactc

aatatccaca
aaatcgttca
actccaactt
taagaccagt
actttgcgac
agattcagac
tgattccaag
gtccgatagt
aactaaaaac
aaaatccatc
tgattttacc
gtgctggtga
tataccttgc
aagaatttgt
tttcaaaacg
ataataagga
ttaccagtct
gctatacatc
tttatgaaac
actgttgttg
gattcttatc
acagatattg
atattttgtg
gattcgagtt
tggacatcaa
ttctttgaaa
tccaatcgtg
tcaagagagc
agtatgtttg
gctaatcaat
gttgatagga

ttttctatgt
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gttagagcca
tgaggataag
gatgaatatg
aatagaaact
agttagaaaa
aggtggtttc
aaaaacgaag
agcttactct
agttacggaa
agctttcctt
gaagtatagt
attacaaaaa
aagtcgttat
aaatcaacat
agttattcta
aaatatacca
aggagctcca
aactaaagaa
acgtattgat
taaatacaca
agacggaaat
ttttgtcgac
atgataaacg
tacaattatc
ttattgcaca
aatcccagte
aaggtcatgc
aggataatcc
cgcgtgaagt
ttaatcagtt
ttatttatga

tttcagagac

gagtttgtct
gaagaaaaat
ttcaaaagag
ggtagatata
gtcttgtcat
tctaaggaat
gatatttatt
gttttagttg
cttttaggaa
gaatcaaaag
ctgttcgaat
ggtaacgagc
aatgagtcaa
gtctcttatt
gcagatgcta
gtagatgaac
gcagctttta
gtacttaatt
ttgggtaaat
ttctaagctce
gattcatctt
tatgctgatt
cttgccaaca
taggcagatg
aaaaattttg
tattatgaat
agctaggatt
aataaatgct
tgttaagtgt
caacctagca
aaataggcag

atacagctac
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acggaatgta
atagtgaagc
ttgtgaggtt
tgagaaaaac
accctcagaa
caatcttggc
tagatcctaa
tagctgatat
ttaccatcat
gttatttaaa
tagaaaatgg
tagccttacc
aaggtaaacc
ttgatgacat
atttagagaa
ttgctaataa
aattttttga
ctactctaat
taggagaaga
tcttataaaa
tcagagattg
aaacgtttgg
gctatgttaa
tcatggattg
aatcagtcct
ctctatcatg
tatttcaata
ggtttagact
ggttgcatga
agcgatatta
agtgattttg

aacggtaaag

tagacagaaa
aaccaggaaa
agcagatggt
tgcatgggat
caatatcgtg
gcatggtaac
gaaatatgga
caaaaaaggt
ggagaggtcc
tattagggac
gcgtegtcega
aacacaattt
agaggagatt
ccttcaatta
aatcaataag
tattatcaat
taaaatagtt
ccatcaatct
ttgatatggc
ataatcatct
atattctaat
ttgatgaaaa
tgcecgtacta
aggatgtcaa
tttatctecgg
atttagaatc
cactttttgg
atggatattc
cacaatttgg
tggaaccatt
tcaaaatgaa

aaatgtatct

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



ttcaaatatt
tggaattccg
atgcctactg
agcgaaggtt
gctaataatg
cttttgacag
atgagtgttg
taattttcca
agatgtttca
tttgaaatta
agatatctta
agaaaatcaa
tattacagaa
aattacgatt
tatctttgaa
cttagttttt
atacatcaat

accgcaatat

<210> 494
<211> 4134
<212> ADN

gtcagcgatt
gagtttagga
aaacagtaga
ttattatgca
ccatgatagg
ttaccgagaa
ccaactctga
attttagatg
gtttattctt
tttgatgata
ggatacgatg
ttcaacgaaa
cttatcgcecat
ttagaactca
aaatgttttg
gttaatagcyg
ttaatgcaaa

gttattgata

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 494
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acaccaaaaa
tatgagttat
agaacgtaag
tcagttctct
tcggcttaaa
gcagtttgca
tagtcgcttg
aaccattagt
cattggtgaa
agcagaaaag
tcaactcagc
agccagaagt
ttgagtgtct
ttaaggcact
aaattataca
gagcttatct
agtcagtact

aggattattt

agttattaag
cggtatatga
gcgtatcgta
gtttatagta
gtgaataatc
aggatggttt
gttttcctag
gttaagtaat
acatttttat
tctgaaggca
acctattcta
gaaatcaatg
agagaatgag
gggagtcaaa
agtttaccat
taccaaagat
ctttctagaa

cttgataggc
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tcgctaaata
gaatgatttt
agtttagaaa
aattattgct
ctaagaaagg
atctacatgg
gagattctta
gctacgattt
caatatgacg
acggagttaa
aagttgatac
gtagaaaaat
cttgatttag
attgagacac
tatttaacga
gaagttataa
cctagaagac

gaaaatatgg

gtgatgggaa
aatgtttgat
gtttctgttg
caataataca
gagtataact
tgaacataat
tgatcaagat
taacgataga
tagatgaaca
tgttagttac
atggtgactt
tagcagctac
aatacgatga
agagcgacac
aaaagaatct
aattatgtga
tctatgattt

tataa

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

5985



atgaataagc
attacagatg
gaatatatta
gatagacgct
tatttacaag
ttagaggatt
acaatgcagg
gaattggctg
atcattaaat
gatattcaaa

catttgttat

catattcaat
attataaagt
agaagaatct
tgaagcgaac
aaatttttgc
cttttctagt
aggagaaata
acaagaaaga
tcagagggca
aacaatatca

ctcaaaatgt
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aggccttgac
acctgctaag
cataggtgct
tgctcgtcgt
agaggaaatg
tgaggaagat
ttatcatgaa
aaaagcagac
tttcctaatt
agccttttta

agatgtagaa

atcggtacta
aagatgagag
ctgetttttg
cgttatacac
agtaaagttg
aagagaggta
aaatttccga
cttcgtcttg
gaggatgata
gaaatttttg

gcaattctaa
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attccgtcgg
ttttagggaa
atggcgggaa
gtcgtagaaa
atgatagttt
gcaagtatcc
caatctatca
tttatctggc
gatttgatgt
atactacctt

cagataagat

atggagcatt
cactgataaa
tactgctgca
tcgtattcta
ctttcatcga
tatctttgca
tttgagaaaa
tctagctcat
gaggaatacc
tgaaaataat

tagcaagtct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gcgaagaagg
gaatttttga
gataaaacac
ggacagattg
gttcttttat
tctatgattc
aaagcttcat
gctggctata
ttgaccaaac
agaaaacaga
agggctatta
attgaaaaaa
agtgattttg
gacttggttg
ctctatcttce
gtttacaatg
ttaaatagga
actgaaaagg
aaaggaattg
cttggcaagg
actctaacct
ttttttacag
ttgtctgcta
tatcttattg
ctatcattta
gaagttgtag
aaaatagttg
atggcacgtg
accttgagag
tatgtgaaag
ttacaaaacg

tatgatattg

atcgcatctt
aattgattgt
cgcttcaatt
gtgatgaatt
ctggcattct
agcgttatga
tacctgaaaa
ttgaaggcaa
aagaaggtag
gaacctttga
ttcgacgtca
tccttacctt
catggatgac
ataaagaaaa
cagaagaaaa
aattaacgaa
agcaaaaaga
atattattag
agaaacagtt
atttccttga
tatttgaaga
agtcacagct
agctaataaa
atgatggaag
aaccaattat
gtgaacttgc
atgagctggt
agaaccaaac
aatctcttgce
atcaagttga
gaagagatat

accacattat
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agcgcagtat
cggaaatcaa
cgctaaggat
tgcagactta
tacagtaact
tgaacatcat
ttatcgggaa
aactaatcaa
cgagtatttt
taatggctca
atcagaatac
tagaattcct
tcgcaaaaca
atctgcggaa
agttttacca
ggttagattt
aactatcttt
ttttttgaat
taacgctagce
taatacagat
tagagaaatg
taaaaagctc
tggcatccga
tgcaaaccga
tgacaaggca
tggtagccct
taaagtcatg
gacagcaaaa
taatttgaag
aaatcatcat
gtatacaaaa

tcctcaagcet

cctaaccaaa
gctgacttca
agctacgatg
ttctcagtag
gatctcagta
gaggacttaa
gtatttgctg
gaagcttttt
cttgagaaaa
atcccgcatc
tatccattct
tattatgtcg
gatgacagta
gcttttatcce
aagcatagtc
ttggcagaag
aacagcttgt
aaagttgatg
ctttcaacct
aacgagctta
attaagaagt
tatcgccgtce
aataaagaga
aacttcatgce
cgaactggta
gctattaaaa
ggctatgaac
ggattaagtc
agtaatattt
ttatctgatg

aaggctctgg

ttcataaaag
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aatctactgg
agaaacattt
aagatttaga
cgaaaaagct
ccaaggcgcc
agcatctaaa
attcatcaaa
ataaatatct
ttaagaatga
aagtccattt
tgaaagagaa
ggccactagce
ttcgaccttg
atcgcatgac
ttatttatga
gctttaaaga
ttaaggaaaa
gatatgaagg
atcatgatct
ttttggaaga
gtcttgacat
actatactgg
atcaaaaaac
agttgataaa
gtcattcgga
aagggattct
ctgaacaaat
gttcacgaca
tggaagagaa
accgtetttt
atattgataa

atgattctat

tatttttgca
caatttggag
aaatcttctt
atatgatagt
actttctgcce
acaattcgta
agatggctac
gttaaaattg
agattttttg
gacagaattg
tcaagatagg
acgtgagaag
gaattttgaa
caacaatgac
aaaatttact
ttttcaattt
acgtaaagta
aattgcaatc
taaaaaaata
tatcgtccaa
ctataaagat
ctggggacga
aatcttggac
tgatgatgat
taatctgaaa
acaaagtttg
cgtggttgaa
acgcttgaca
aaagcctaag
cctttactac
tttaagtcaa

tgataatcgt

720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



gttttggtat
gtaaaagctc
aagtatgata
tttatccaac
gatgaacgct
accttgaagt
gaagttaatg
attctaacca
aaactttcga
atgtttttct
tctattgttg
aaaaagaaac
aagaagacag
tcagataagt
ggttttgata
aaagcacaaa
agatttgaga
gataaattaa
ttacttgcta
atgaagttct
gagaagaaac
attaatgatt
ctttaccagg
ctatttactt
gatagaaaac

attactggac

<210> 495
<211> 870
<212> ADN

catctgctaa
gcaaaatgtt
atttgactaa
gtcagttggt
tcaataatga
caaatttggt
attatcacca
aatatccaca
aaatcgttca
actccaactt
taagaccagt
actttgcgac
agattcagac
tgattccaag
gtccgatagt
aactaaaaac
aaaatccatc
tgattttacc
gtgctggtga
tataccttge
aagaatttgt
tttcaaaacg
ataataagga
ttaccagtct
gctatacatc

tttatgaaac

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 495

ES 2398918 T3

aaatcgtgga
ctggaaaaat
ggcagagcgc
tgagactcga
agttgataat
ttcaaatttc
tgcacacgat
gttagagcca
tgaggataag
gatgaatatg
aatagaaact
agttagaaaa
aggtggtttc
aaaaacdaag
agcttactct
agttacggaa
agctttcctt
gaagtatagt
attacaaaaa
aagtcgttat
aaatcaacat
agttattcta
aaatatacca
aggagctcca
aactaaagaa

acgtattgat

aaatcagatg
ttactggatg
ggaggcctaa
caaattacca
ggtaaaaaga
cgaaaagaat
gcttatctta
gagtttgtct
gaagaaaaat
ttcaaaagag
ggtagatata
gtcttgtcat
tctaaggaat
gatatttatt
gttttagttg
cttttaggaa
gaatcaaaag
ctgttcgaat
ggtaacgagc
aatgagtcaa
gtctcttatt
gcagatgcta
gtagatgaac
gcagctttta
gtacttaatt

ttgggtaaat
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atgttcctag
ctaagttaat
cttccgatga
agcatgtagc
tttgcaaggt
ttggattcta
atgcagtagt
acggaatgta
atagtgaagc
ttgtgaggtt
tgagaaaaac
accctcagaa
caatcttggc
tagatcctaa
tagctgatat
ttaccatcat
gttatttaaa
tagaaaatgg
tagccttacc
aaggtaaacc
ttgatgacat
atttagagaa
ttgctaataa
aattttttga
ctactctaat

taggagaaga

cattgaaatt
gagtcagcgt
taaggcaaga
tcgtatcttg
taaaattgta
taaaattegt
tgccaaagct
tagacagaaa
aaccaggaaa
agcagatggt
tgcatgggat
caatatcgtg
gcatggtaac
gaaatatgga
caaaaaaggt
ggagaggtcc
tattagggac
gcgtcgtcecga
aacacaattt
agaggagatt
ccttcaatta
aatcaataag
tattatcaat
taaaatagtt
ccatcaatct

ttga

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4134
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atggcaggtt ggcgaactgt tgttgtaaat acacattcta agctctctta taaaaataat 60
catctgattt ttaaagattc ttatcagacg gaaatgattc atctttcaga gattgatatt 120
ctaatcatgg aaacgacaga tattgttttg tcgactatgc tgattaaacg tttggttgat 180
gaaaatattt tagtcatatt ttgtgatgat aaacgcttgc caacagctat gttaatgccg 240
tactatgcta gacatgattc gagtttacaa ttatctaggc agatgtcatg gattgaggat 300
gtcaaagcgg atgtttggac atcaattatt gcacaaaaaa ttttgaatca gtccttttat 360
ctcggtgagt gttctttctt tgaaaaatcc cagtctatta tgaatctcta tcatgattta 420
gaatcttttg acccttccaa tcgtgaaggt catgcagcta ggatttattt caatacactt 480
tttggaaatg atttttcaag agagcaggat aatccaataa atgctggttt agactatgga 540
tattctctga ttttgagtat gtttgcgcgt gaagttgtta agtgtggttg catgacacaa 600
tttggcttaa agcatgctaa tcaatttaat cagttcaacc tagcaagcga tattatggaa 660
ccatttcgec caatcgttga taggattatt tatgaaaata ggcagagtga ttttgtcaaa 720
atgaaaagag aactcttttc tatgttttca gagacataca gctacaacgg taaagaaatg 780
tatctttcaa atattgtcag cgattacacc aaaaaagtta ttaagtcgct aaatagtgat 840
gggaatggaa ttccggagtt taggatatga 870
<210> 496
<211> 342
<212> ADN
<213> Streptococcus agalactiae
<400> 496
atgagttatc ggtatatgag aatgatttta atgtttgata tgcctactga aacagtagaa 60
gaacgtaagg cgtatcgtaa gtttagaaag tttctgttga gcgaaggttt tattatgcat 120
cagttctctg tttatagtaa attattgctc aataatacag ctaataatgc catgataggt 180
cggcttaaag tgaataatcc taagaaagygg agtataactc ttttgacagt taccgagaag 240
cagtttgcaa ggatggttta tctacatggt gaacataata tgagtgttgc caactctgat 300
agtcgcttgg ttttcctagg agattcttat gatcaagatt aa 342
<210> 497
<211> 666
<212> ADN

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 497

196
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atgatcaaga
ttaacgatag
gtagatgaac
atgttagtta
catggtgact
ttagcagcta
gaatacgatg
cagagcgaca
aaaaagaatc
aaattatgtg
ctctatgatt

gtataa

<210> 498
<211> 6580
<212> ADN

ttaattttcc
aagatgtttc
atttgaaatt
cagatatctt
tagaaaatca

ctattacaga
aaattacgat
ctatctttga
tcttagtttt
aatacatcaa

taccgcaata

<213> Streptococcus mutans

<400> 498

ES 2398918 T3

aattttagat
agtttattct
atttgatgat
aggatacgat
attcaacgaa
acttatcgca
tttagaactc
aaaatgtttt
tgttaatagc
tttaatgcaa

tgttattgat

gaaccattag
tcattggtga
aagcagaaaa
gtcaactcag
aagccagaag
tttgagtgtc
attaaggcac
gaaattatac
ggagcttatc
aagtcagtac

aaggattatt

197

tgttaagtaa
aacattttta
gtctgaagge
cacctattct
tgaaatcaat
tagagaatga
tgggagtcaa
aagtttacca
ttaccaaaga
tctttctaga

tcttgatagg

tgctacgatt
tcaatatgac
aacggagtta
aaagttgata
ggtagaaaaa

gcttgattta
aattgagaca
ttatttaacg
tgaagttata
acctagaaga

cgaaaatatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

666



atgaaaaaac
gtgacagatg
agtcatatcg
gacagacggt
tatttgcaag
ttagaggatt
aatcttgaag
tatcttgcgg
ataattaagt
gtacaaagac
cttcaggagc
aagaaagata
tttctaaaac
aaagcaccat
caaattggag
cttttatcag
atgattcagc
cagaaattat
ggttatattg
aataagattg
aagcaacgta
gctatcattc

gagaaattat

cttactctat
actacaaagt
agaaaaattt
taaagagaac
agattttttc
cttttettgt
aagaagttaa
ataatccaga
ttagaggtca
tgtttcaaga
aaaatgttca
gagttttgaa
taattgttgyg
tgcaattttce
ataattacgc
ggattttaac
gatataatga
cagataaata
atgggaaaac
agggaagtgg
cctttgacaa
gtagacaggc

tgactttccg
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tggacttgat
tcctgctaag
gcttggegcet
tgctcgeegt
agaagaaatg
tactgaggat
gtatcatgaa
aaaagttgat
ttttttaatt
atttttagca
agttgaagaa
actttttcct
taatcaagct
taaagatact
agagctcttt
agttactgat
acatcagatg
taacgaagtt
aaatcaagaa
ctatttcctt
tggctctatt
tgaattttat

tattcecctac

attggaacca
aagatgaagg
ttattatttg
cgttacacac
ggcaaggtag
aaacgaggag
aattttccaa
ttgcgtttag
gaaggaaagt
gtctatgata
attctgactg
aatgaaaagt
gattttaaaa
tatgaagaag
ttatcagcaa
gttggtacca
gatttagctc
ttttctgatg
gctttttata
gataaaattg
ccacatcaga
ccgtttttag

tatgttggtc

198

attctgttgg
ttctgggaaa
atagcgggaa
gtcgcagaaa
atgatagttt
agcgccatcc
ccatttatca
tttatttggce
ttgatacacg
atacttttga
ataaaatcag
ctaatggccg
agcattttga
agttagaagt
agaaactgta
aagcgccttt
agcttaaaca
tttcaaaaga
aataccttaa
agcgtgaaga
ttcatcttca
cagacaatca

cattagcacg

ttgggctgtt
tacagataaa
tactgcagaa
tcgtatttta
ctttcatcgt
catttttggg
tttgcggcaa
tttggcacat
caataatgat
gaatagttcg
taaatctgct
ctttgcagaa
attagaagag
actattagct
tgatagtatc
atctgcttcg
attcattcgt
cggctatgcg
aggtctatta
ttttctaaga
agaaatgcgt
agataggatt

cggaaaaagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



gattttgctt
atcgttgata
tacttgccaa
tacaatgaat
gccaatatga
gataaattaa
ggtctggata
aaaattttag
gtgttgacct
agtgatttat
ggaagattat
cttgattatc
gatgctcttt
ctaaatcaag
agcttgaaga
gtggagatgg
ttgaaaggtt
gttgagaatt
gatatgtata
attatcccgce
aaggaaaatc
tcctattgga
acaaaagctg
ttagtagaaa
acagaaacag
aatcttgttt
tatcatcatg
tacccacaat
gaaaataaag
gatgatgtcc
aatattaaaa

acgggaggat

ggttaagtcg
aagaatcctc
atcaaaaagt
taacaaaggt
agcaagaaat
tggatttcct
aagaaaataa
ataaagattt
taacgttatt
tgaccaaaga
cagctgagtt
tcattgatga
ctttcaaaga
ttgttagtga
ttgttgatga
cgcgtgaaaa
tgacagattc
cacagttaca
ctggagaaga
aagcttttat
gtggaaaatc
gtaagctact
aacgaggtgg
cacgacaaat
atgaaaacaa
ccaatttccg
cacatgatgc
tggaacctga
caactgctéa
gtactgataa
aagtgctttc

tttctaaaga
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gaaatcggct
tgcagaagct
tcttectaaa
taaatataaa
ctttgatggc
tgaaaaagaa
agtatttaac
tctcgataat
tgaagataga
acaagtgaaa
aattcatggt
tggcaatagc
agagattgct
tattgctggc
gcttgtcaaa
ccagtttacc
tattaaagaa
aaatgataga
attggatatt
aaaggataat
ggatgatgta
ttcggcaaag
attgaccgac
taccaaacat
caagaaaatt
taaagagttt
ctatctcaat
atttgtttat
gaaatttttc
aaatggtgaa
ttatccacaa

atctatcttg

gataaaatta
tttatcaatc
catagtttat
acagagcaag
gtatttaagg
tttgatgaat
gcttecttatg
tcaaagaatg
gaaatgatta
aagctggaaa
attcgcaata
aatcggaact
aaggcacaag
agccctgcta
attatgggac
aatcagggac
tttggaagtc
ttgtttctat
gattatctaa
tctattgata
ccaagtaaag
cttattacac
gatgataaag
gtagcacgta
cgtcaagtaa
gaactctaca
gctgtaattg
ggtgattatc
tattcaaata
attatctgga
gttaatattg

ccgaaaggta

199

caccatggaa
gtatgacaaa
tatacgaaaa
gaaaaacagc
tttatcgaaa
ttcgtattgt
gaacttatca
aaaagatttt
gaaaacgtct
gacgtcatta
aagaaagcag
ttatgcaact
ttattggaga
ttaaaaaagg
atcaacctga
gacgaaattc
aaattcttaa
attatttaca
gccagtatga
atagagtatt
atgttgttcg
aacgtaaatt
ctggattcat
ttctggacga
aaattgtgac
aagtgcgtga
gaaaggcttt
ctcattttca
ttatgaactt
aaaaagatga
ttaagaaagt

attctgacaa

ttttgatgaa
ttatgatttg
atttactgtt
attttttgat
agtaactaaa
tgatttaaca
tgatttgtgt
agaagatatt
agaaaattac
tactggttgg
aaaaacaatt
gattaacgat
aacagacaat
aattttacaa
aaatatcgtc
acagcaacgt
agaacatccg
aaacggcaga
tatagaccat
gactagctca
taaaatgaaa
tgataatttg
caagcgtcaa
acgatttaat
cttgaaatca
aattaatgac
actaggtgtt
tggacataaa
ctttaaaaaa
gcatatttct
agaggagcaa

gcttattcct

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



cgaaaaacga
gttgcttatt
acagtcaaag
gttgcttttc
ccaaaatata
gaacttcaaa
gctaaaaata
gatgaattta
gaaggaaatt
gaattagcaa
tttaaattct
aacgctaccc
aagttaggag
cttataagaa
ctgagattga
aacgcttggt
ccatgctcat
cttggacaga
atcagtcatg
tatatcatga
atttcaatac
gtcttgacta
gctgtatgac
gtgatattat
actcttttat
ataataagga
cgctgaataa
aatgatttta
atttcggaaa
gctgcecttttyg
aaagaagggc

cctgaatggt

agaaatttta
ctattttagt
ccttagttgg
ttgagcgaaa
gtttatttaa
agggaaatga
ttcataaagt
aggagttgct
tagaaaaaat
gttcatttat
ttgataaaaa
tcatccacca
gagactaatg
caaccacttg
catcttatta
tgatgagaat
gccttactat
agaagtgaaa
ttatttggga
cttagagcct
cttatttgga
tggttatacg
acaatttggt
ggagcctttt
taaaataaaa
gatgtatttg
tgatgggaaa
atgtttgata
tttttactga
aataactctg
aatatcacct

gagcgtgata
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ttgggatacc
tattgctgat
tgtcactatt
aggctatcga
actagaaaac
aatcgttttg
tgatgaacca
agatgttgtg
caaagaatta
caacttatta
tattgatcga
atccatcacc
ggctggcgga
atttttaaag
cttgagacaa
attttggtca
gcgecgtcacg
tgcgatgtct
gaatgttttt
tttgacccté
aatgtttttt
ctgctgttaa
ctcaagcatg
cgtccaattg
cgtgagctat
acaaatattg
ggagttcctg
tgccaacaga
gcgaaggttt
ccaatacagc
tgttgaccgt

ctagcattgc

aagaaatatg
attgaaaaag
atggaaaaga
aatgttcaag
ggacgaaaaa
ccaaatcatt
aagcatttgg
tcaaactttt
tatgcacaaa
acatttactg
aaacgatata
ggtctttatg
cagtggttgt
atgcttatca
cagatattgt
ttttttgtga
attccagctt
ggacaacaat
attttgaaaa
gtaatcgaga
ccagagaaca
gtatgtttgc
ccaaccaatt
ttgaccgtat
tcagcatgtt
tcagcgatta
agtttaggat
tactgctgag
catcatgcat
catgattgcc
gactgaaaag

taattcggat

200

gaggatttga
gtaaatctaa
tgacttttga
aagaaaatat
ggctattggce
taggaacctt
actatgttga
ctaaaaaata
ataatggtga
ctataggagc
cttcaactac
aaacgcggat
taatacgcat
gacagagatg
tttgtcaact
tgacaaacgt
gcagctgagt
catcgctcaa
atctcagtca
aggacattct
agataatgat
gcgtgaagtg
caatcagttt
tgtttatgaa
ttcagacacc
taccaaaaag
atgagttacc
gaacgcaaag
cagttttcag
cgcttgaagg
cagtttgccc

tcacgactgg

tagcccgatt
aaaattgaaa
aagggatcca
tataaagtta
aagtgctagg
gctttatcac
taaacataaa
tactttagca
agatcttaaa
accggctact
tgaaattctc
tgatctcaat
tccaagttgt
attcatctgt
atgctaatca
ctgccaacag
catcagattt
aagattttga
attatggatt
gcgcggattt
attaatgcag
gttgtatctg
aactttgcca
aatcgaaata
tatctttata
gtaatcaagg
gatatatgcg
cttatcgtaa
tatacagcaa
agaataatcc
gtatgattta

tctttectagg

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220



10

ggaggctttt
aatctacgat
atcaatatga
catctgagtt
tgaagttggt
tggttgaaaa
aattggactt
aaattgaaac
agtatctaaa
aagaaatcgc
aaccccgtaa
cagaaagcaa
ttatggattg
taacagggaa
gaggaagtca
atggaaataa
tatgatagag
ggaagggtat
agaagccatg
agggttggtt
gaccatgatt
tgttaccgtg
agtattaaca
<210> 499

<211> 4038
<212> ADN

cctgatgaaa
tttggtatta
tgaagatagt
aatgcttgtg
tcacgctgat
actggcaaat
agaatatgat
acaaagtgat
taaaaagaag
gcaaattcta
aattgatggt
caactaaata
acaaatgcgt
agaattagct
tcatcatttc
agtgcttaaa
gaggaagtcg
tgggttgaat
aagaacgctc
ctacccattt
caagctgatc
cctgagtggt

aaggctttgg

<213> Streptococcus mutans

<400> 499

atgaaaaaac
gtgacagatg
agtcatatcg
gacagacggt

tatttgcaag

cttaattttc
gaagatgtgc
gaacttaaat
acagatattt
ttagaaaatc
accattacgg
gagattacta
accatttttg
cttctcgttt
gaatatattc
tttgctcaat
cgaataataa
ataatgcgta
aaattagcga
aagaaagatg
attggtcttg
tcatgttaaa
ttcctgaatt
gtcagatgtt
caagcgatat
ctagtcctta
tgatacgatt

aaaagaaact
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ctatattgga
aagtttttgc
tttttaatag
taggttatga
agtttaatga
aattaattgc
ttttagagtt
aaaaaatgtt
ttatcaatac
acttatccga
atattttaga
gatagtttct
taaaataaaa
taaacaatgg
gagtatctta
aaaagaaact
atcatatcct
tggcggtggt
agaaagtgtg
tcagaaaata
tctcaaaaat
agcagaccgt

acaattataa

tgaaccaata
tcaaatggtg
aaaatttaag
tgtcaatgcc
aaaaccagag
ttatgaatgt
aatcaaagct
tgaagtcctt
tttatcctat
tatggttgtt
tgaagattat
aaatcagggg
agagaaatgt
atgggaagaa
tattgtgacg
cttaagggat
gtaattttte
acgcaagggg
ttggcatctt
tctgttgaag
aacaaagcta

gaccgagtaa

actcttgaaa
agaaatcttt
agtctgaaac
ccgtecttgce
gttaagtcta
ttagaaaatg
ttaggcgtca
caagtttata
tttaaaagag
ttatttcttg
ttcttgataa
ctgtctttta
tatttgccat
gttcgggtga
attcctattc
ttaaatttat
ataaggaaga
aagatttgga
atcttgatga
atggttttgc
ttcggaaaaa

attattctga

cttactctat
actacaaagt
agaaaaattt
taaagagaac

agatttttte

tggacttgat
tcctgcectaag
gcttggceget
tgctcgccgt

agaagaaatg

attggaacca
aagatgaagg
ttattatttg
cgttacacac

ggcaaggtag

attctgttgg
ttctgggaaa
atagcgggaa
gtcgcagaaa

atgatagttt

201

ttgggctgtt
tacagataaa
tactgcagaa
tcgtatttta

ctttcatcgt

60

120

180

240

300

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6580



ttagaggatt
aatcttgaag
tatcttgcgg
ataattaagt
gtacaaagac
cttcaggagc
aagaaagata
tttctaaaac
aaagcaccat
caaattggag
cttttatcag
atgattcagc
cagaaattat
ggttatattg
aataagattg
aagcaacgta
gctatcattc
gagaaattat
gattttgctt
atcgttgata
tacttgccaa
tacaatgaat
gccaatatga
gataaattaa
ggtctggata
aaaattttag
gtgttgacct
agtgatttat
ggaagattat
cttgattatc
gatgctcttt

ctaaatcaag

cttttcttgt
aagaagttaa
ataatccaga
ttagaggtca
tgtttcaaga
aaaatgttca
gagttttgaa
taattgttgg
tgcaattttc
ataattacgc
ggattttaac
gatataatga
cagataaata
atgggaaaac
agggaagtag
cctttgacaa
gtagacaggc
tgactttcecg
ggttaagtcg
aagaatcctc
atcaaaaagt
taacaaaggt
agcaagaaat
tggatttcct
aagaaaataa
ataaagattt
taacgttatt
tgaccaaaga
cagctgagtt
tcattgatga
ctttcaaaga

ttgttagtga
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tactgaggat
gtatcatgaa
aaaagttgat
ttttttaatt
atttttagca
agttgaagaa
actttttcct
taatcaagct
taaagatact
agagctcttt
agttactgat
acatcagatg
taacgaagtt
aaatcaagaa
ctatttcctt
tggctctatt
tgaattttat
tattccctac
gaaatcggct
tgcagaagct
tcttcctaaa
taaatataaa
ctttgatggc
tgaaaaagaa
agtatttaac
tctcgataat
tgaagataga
acaagtgaaa
aattcatggt
tggcaatagc
agagattgct

tattgctggce

aaacgaggag
aattttccaa
ttgcgtttag
gaaggaaagt
gtctatgata
attctgactg
aatgaaaagt
gattttaaaa
tatgaagaag
ttatcagcaa
gttggtacca
gatttagctc
ttttctgatg
gctttttata
gataaaattg
ccacatcaga
ccgtttttag
tatgttggtc
gataaaatta
tttatcaatc
catagtttat
acagagcaag
gtatttaagg
tttgatgaat
gcttcttatg
tcaaagaatg
gaaatgatta
aagctggaaa
attcgcaata
aatcggaact
aaggcacaag

agccctgcta

202

agcgccatcc
ccatttatca
tttatttggc
ttgatacacg
atacttttga
ataaaatcag
ctaatggccg
agcattttga
agttagaagt
agaaactgta
aagcgccttt
agcttaaaca
tttcaaaaga
aataccttaa
agcgtgaaga
ttcatcttca
cagacaatca
cattagcgcg
caccatggaa
gtatgacaaa
tatacgaaaa
gaaaaacagc
tttatcgaaa
ttcgtattgt
gaacttatca
aaaagatttt
gaaaacgtct
gacgtcatta
aagaaagcag
ttatgcaact
ttattggaga

ttaaaaaagg

catttttggg
tttgcggcaa
tttggcacat
caataatgat
gaatagttcg
taaatctgct
ctttgcagaa
attagaagag
actattagct
tgatagtatc
atctgcttcg
attcattcgt
cggctatgcg
aggtctatta
ttttctaaga
agaaatgcgt
agataggatt
cggaaaaagt
ttttgatgaa
ttatgatttg
atttactgtt
attttttgat
agtaactaaa
tgatttaaca
tgatttgtgt
agaagatatt
agaaaattac
tactggttgg
aaaaacaatt
gattaacgat
aacagacaat

aattttacaa

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
i440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220



agcttgaaga
gtggagatgg
ttgaaaggtt
gttgagaatt
gatatgtata
attatcccgce
aaggaaaatc
tcctattgga
acaaaagctg
ttagtagaaa
acagaaacag
aatcttgttt
tatcatcatg
tacccacaat
gaaaataaag
gatgatgtcc
aatattaaaa
acgggaggat
cgaaaaacga
gttgcttatt
acagtcaaag
gttgcttttc
ccaaaatata
gaacttcaaa
gctaaaaata
gatgaattta
gaaggaaatt
gaattagcaa
tttaaattct
aacgctaccc

aagttaggag

<210> 500
<211> 867

ttgttgatga
cgcgtgaaaa
tgacagattc
cacagttaca
ctggagaaga
aagcttttat
gtggaaaatc
gtaagctact
aacgaggtgg
cacgacaaat
atgaaaacaa
ccaatttcecg
cacatgatgc
tggaacctga
caactgctaa
gtactgataa
aagtgctttc
tttctaaaga
agaaatttta
ctattttagt
ccttagttgg
ttgagcgaaa
gtttatttaa
agggaaatga
ttcataaagt
aggagttgct
tagaaaaaat
gttcatttat
ttgataaaaa
tcatccacca

gagactaa
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gcttgtcaaa
ccagtttacc
tattaaagaa
aaatgataga
attggatatt
aaaggataat
ggatgatgta
ttcggcaaag
attgaccgac
taccaaacat
caagaaaatt
taaagagttt
ctatctcaat
atttgtttat
gaaatttttc
aaatggtgaa
ttatccacaa
atctatcttg
ttgggatacc
tattgctgat
tgtcactatt
aggctatcga
actagaaaac
aatcgttttg
tgatgaacca
agatgttgtg
caaagaatta
caacttatta
tattgatcga

atccatcacc

attatgggac
aatcagggac
tttggaagtc
ttgtttctat
gattatctaa
tctattgata
ccaagtaaag
cttattacac
gatgataaag
gtagcacgta
cgtcaagtaa
gaactctaca
gctgtaattg
ggtgattatc
tattcaaata
attatctgga
gttaatattg
ccgaaaggta
aagaaatatg
attgaaaaag
atggaaaaga
aatgttcaag
ggacgaaaaa
ccaaatcatt
aagcatttgg
tcaaactttt
tatgcacaaa
acatttactg
aaacgatata

ggtctttatg

203

atcaacctga
gacgaaattc
aaattcttaa
attatttaca
gccagtatga
atagagtatt
atgttgttcg
aacgtaaatt
ctggattcat
ttctggacga
aaattgtgac
aagtgcgtga
gaaaggcttt
ctcattttca
ttatgaactt
aaaaagatga
ttaagaaagt
attctgacaa
gaggatttga
gtaaatctaa
tgacttttga
aagaaaatat
ggctattggc
taggaacctt
actatgttga
ctaaaaaata
ataatggtga
ctataggagc
cttcaactac

aaacgcggat

aaatatcgtc
acagcaacgt
agaacatccg
aaacggcaga
tatagaccat
gactagctca
taaaatgaaa
tgataatttg
caagcgtcaa
acgatttaat
cttgaaatca
aattaatgac
actaggtgtt
tggacataaa
ctttaaaaaa
gcatatttct
agaggagcaa
gcttattccect
tagcccgatt
aaaattgaaa
aagggatcca
tataaagtta
aagtgctagg
gctttatcac
taaacataaa
tactttagca
agatcttaaa
accggctact
tgaaattctc

tgatctcaat

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4038



10

15

20

<212> ADN

<213> Streptococcus mutans

<400> 500

atgggctggce
ttgattttta
ttacttgaga
aatattttgg
tatgcgcgtce
aaatgcgatg
ggagaatgtt
ccttttgacc
ggaaatgttt
acgctgectgt
ggtctcaagc
tttcgtccaa
aaacgtgagc
ttgacaaata

aaaggagttc

<210> 501
<211> 330
<212> ADN

ggacagtggt
aagatgctta
caacagatat
tcattttttg
acgattccag
tctggacaac
tttattttga
ctagtaatcg
tttccagaga
taagtatgtt
atgccaacca
ttgttgaccg
tattcagcat
ttgtcagcga

ctgagtttag

<213> Streptococcus mutans

<400> 501

atgcgaatga
cgtaaatttc
agcaagctgc
aatccaaaga
atttacctga
ctaggggagg

<210> 502
<211>573
<212> ADN

ttttaatgtt
ggaaattttt
ttttgaataa
agggcaatat
atggtgagcg

cttttectga

<213> Streptococcus mutans

ES 2398918 T3

tgttaatacg
tcagacagag
tgttttgtca
tgatgacaaa
cttgcagctg
aatcatcgct
aaaatctcag
agaaggacat
acaagataat
tgcgcgtgaa
attcaatcag
tattgtttat
gttttcagac
ttataccaaa

gatatga

tgatatgcca
actgagcgaa
ctctgccaat
caccttgttg
tgatactagc

tgaaacttaa

cattccaagt
atgattcatc
actatgctaa
cgtctgccaa
agtcatcaga
caaaagattt
tcaattatgg
tctgcgcgga
gatattaatg
gtggttgtat
tttaactttg
gaaaatcgaa
acctatcttt

aaggtaatca

acagatactg
ggtttcatca
acagccatga
accgtgactg

attgctaatt

204

tgtcttataa
tgtctgagat
tcaaacgctt
cagccatgct
tttcttggac
tgaatcagtc
atttatatca
tttatttcaa
caggtcttga
ctggctgtat
ccagtgatat
ataactcttt
ataataataa

aggcgctgaa

ctgaggaacg
tgcatcagtt
ttgcecegett
aaaagcagtt

cggattcacg

gaacaaccac
tgacatctta
ggttgatgag
catgccttac
agaagaagtg
atgttatttg
tgacttagag
taccttattt
ctatggttat
gacacaattt
tatggagcct
tattaaaata
ggagatgtat

taatgatggg

caaagcttat
ttcagtatac
gaaggagaat
tgcccgtatg

actggtcttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

867

60

120

180

240

300

330



10

15

20

<400> 502
atggtgagaa

tttaagagtc

aatgccccgt
ccagaggtta
gaatgtttag
aaagctttag
gtccttcaag
tcctatttta
gttgttttat

gattatttect

<210> 503
<211> 378
<212> ADN

atctttatca

tgaaaccatc

ccttgctgaa
agtctatggt
aaaatgaatt
gcgtcaaaat
tttataagta
aaagagaaga
ttcttgaacc

tgataacaga

<213> Streptococcus mutans

<400> 503
atgttaaaat
cctgaatttg

cagatgttag

agcgatattc

agtccttatc
atacgattag

aagaaactac

<210> 504
<211> 5966
<212> ADN

catatcctgt
gcggtggtac
aaagtgtgtt
agaaaatatc
tcaaaaataa
cagaccgtga

aattataa

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 504
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atatgatgaa

tgagttaatg

gttggttcac
tgaaaaactg
ggacttagaa
tgaaacacaa
tctaaataaa
aatcgcgcaa
ccgtaaaatt

aagcaacaac

aatttttcat
gcaaggggaa
ggcatcttat
tgttgaagat
caaagctatt

ccgagtaaat

gatagtgaac
cttgtgacag
gctgatttag
gcaaatacca
tatgatgaga
agtgatacca
aagaagcttc
attctagaat
gatggttttg

taa

aaggaagagyg
gatttggaag
cttgatgaag
ggttttgcga
cggaaaaatg

tattctgaag

205

ttaaattttt

atattttagg

aaaatcagtt
ttacggaatt
ttactatttt
tttttgaaaa
tcgtttttat
atattcactt

ctcaatatat

aagggtattg
aagccatgaa
ggttggttct
ccatgattca
ttaccgtgcc

tattaacaaa

taatagaaaa

ttatgatgtc

taatgaaaaa
aattgcttat
agagttaatc
aatgtttgaa
caatacttta
atccgatatg

tttagatgaa

ggttgaattt

gaacgctcgt

acccatttca

agctgatcct

tgagtggttg

ggctttggaa

60

120

180
240
300
360
420
480
540

573

§O
120
180
240
300
360

378



atggataaga
atcactgatg
cacagtatca
gcgactegte
tatctacagg
cttgaagagt
aatatagtag
aaattggtag
atgattaagt

gtaggacaaac

aatactcaat
aatataaggt
aaaaaaatct
tcaaacggac
agattttttce
cttttttggt
atgaagttgc
attctactga
ttcgtggtca

tatttatcca
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aggcttagat
tccgtctaaa
tataggggct
agctcgtaga
aaatgagatg
ggaagaagac
ttatcatgag
taaagcggat
ttttttgatt

gttggtacaa

atcggcacaa
aagttcaagg
cttttatttg
aggtatacac
gcgaaagtag
aagaagcatg
aaatatccaa
ttgcgettaa
gagggagatt

acctacaatc

206

atagcgtcgg
ttctgggaaa
acagtggaga
gtcggaagaa
atgatagttt
aacgtcatcc
ctatctatca
tctatttggce
taaatcctga

aattatttga

atgggcggtg
tacagaccgc
gacaécggaa
tegtatttat
ctttcatcga
tatttttgga
tctgcgaaaa
cttagcgcat
taatagtgat

agaaaaccct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



attaacgcaa
cgattagaaa
ctcattgctt
gatgctaaat
caaattggag
ttactttcag
atgattaaac
caacaacttc
ggttatattg
gaaaaaatgg
aagcaacgga
gctattttga
gaaaaaatct
cgttttgcat
gttgtcgata
aatcttccaa
tataacgaat
tcaggtgaac
gttaagcaat
tcaggagttg
attaaagata
ttaacattga
cacctcectttg
cgtttgtcte
gattttttga
agtttgacat
catgaacata
gtaaaagttg
attgaaatgg
atgaaacgaa
gttgaaaata

gacatagtatg

gtggagtaga
atctcattgc
tgtcattggg
tacagctttc
atcaatatgc
atatcctaag
gctacgatga
cagaaaagta
atgggggagc
atggtactga
cctttgacaa
gaagacaaga
tgacttttcg
ggatgactcg
aaggtgcttc
atgaaaaagt
tgacaaaggt
agaagaaagc
taaaagaaga
aagatagatt
aagatttttt
ccttatttga
atgataaggt
gaaaattgat
aatcagatgg
ttaaagaaga
ttgcaaattt
ttgatgaatt
cacgtgaaaa
tcgaagaagg
ctcaattgca

tggaccaaga
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tgctaaagcg
tcagctccce
tttgacccect
aaaagatact
tgatttgttt
agtaaatact
acatcatcaa
taaagaaatc
tagccaagaa
ggaattattg
cggctctatt
agacttttat
aattccttat
gaagtctgaa
agctcaatca
actaccaaaa
caaatatgtt
cattgttgat
ttatttcaaa
taatgcttca
ggataatgaa
agatagggag
gatgaaacag
taatggtatt
ttttgccaat
cattcaaaaa
agctggtagc
ggtcaaagta
tcagacaact
tatcaaagaa
aaatgaaaag

attagatatt

attctttctg
ggtgagaaga
aattttaaat
tacgatgatg
ttggcagcta
gaaataacta
gacttgactc
ttttttgatc
gaattttata
gtgaaactaa
ccccatcaaa
ccatttttaa
tatgttggtc
gaaacaatta
tttattgaac
catagtttgc
actgaaggaa
ttactctteca
aaaatagaat
ttaggtacct
gaaaatgaag
atgattgagg
cttaaacgtc
agggataagc
cgcaatttta
gcacaagtgt
cctgctatta
atggggcggc
caaaagggcc
ttaggaagtc
ctctatctct

aatcgtttaa
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cacgattgag
aaaatggctt
caaattttga
atttagataa
agaatttatc
aggctcccect
ttttaaaagc
aatcaaaaaa
aatttatcaa
atcgtgaaga
ttcacttggg
aagacaatcg
cattggcgcg
ccccatggaa
gcatgacaaa
tttatgagta
tgcgaaaacc
aaacaaatcg
gttttgatag
accatgattt
atatcttaga
aaagacttaa
gccgttatac
aatctggcaa
tgcagctgat
ctggacaagg
aaaaaggtat
ataagccaga
agaaaaattc
agattcttaa
attatctcca

gtgattatga

taaatcaaga
atttgggaat
tttggcagaa
tttattggcg
agatgctatt
atcagcttca
tttagttcga
cggatatgca
accaatttta
tttgctgege
tgagctgcat
tgagaagatt
tggcaatagt
ttttgaagaa
ctttgataaa
ttttacggtt
agcatttctt
aaaagtaacc
tgttgaaatt
gctaaaaatt
ggatattgtt
aacatatgct
tggttgggga
aacaatatta
ccatgatgat
cgatagttta
tttacagact
aaatatcgtt
gcgagagcgt
agagcatcct
aaatggaaga

tgtcgatcac

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



attgttccac
gataaaaatc
aactattgga
acgaaagctg
ttggttgaaa
actaaatacg
aaattagttt
taccatcatg
tatccaaaac
atgattgcta
aatatcatga
cctctaatcg
gccacagtgc
cagacaggcg
gctcgtaaaa
tattcagtcc
aaagagttac
tttttagaag
tatagtcttt
caaaaaggaa
cattatgaaa
cagcataagc
attttagcag
ccaatacgtg
ccecgetgett
gaagttttag
gatttgagtc
actcgaaatt
tgatccattt
ctatgctggt
gattaccaac

ggaaacaaat

aaagtttcct
gtggtaaatc
gacaacttct
aacgtggagg
ctcgccaaat
atgaaaatga
ctgacttccg
cccatgatgc
ttgaatcgga
agtctgagca
acttcttcaa
aaactaatgg
gcaaagtatt
gattctccaa
aagactggga
tagtggttgc
tagggatcac
ctaaaggata
ttgagttaga
atgagctggc
agttgaaggg
attatttaga
atgccaattt
aacaagcaga
ttaaatattt
atgccactct
agctaggagg
atcctataag
atcagaaatt
aaaacggcta
agctatgctg

gtcctagtca
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taaagacgat
ggataacgtt
aaacgccaag
tttgagtgaa
cactaagcat
taaacttatt
aaaagatttc
gtatctaaat
gtttgtctat
agaaataggc
aacagaaatt
ggaaactgga
gtccatgccc
ggagtcaatt
tccaaaaaaa
taaggtggaa
aattatggaa
taaggaagtt
aaacggtcgt
tctgccaagc
tagtccagaa
tgagattatt
agataaagtt
aaatattatt
tgatacaaca
tatccatcaa
tgactgatgg
aataatcatc
gatattttgt
gtggatgaga
atgccttttt

gaaacagdtca

tcaatagaca
ccaagtgaag
ttaatcactc
cttgataaag
gtggcacaaa
cgagaggtta
caattctata
gcecgtegttg
ggtgattata
aaagcaaccg
acacttgcaa
gaaattgtct
caagtcaata
ttaccaaaaa
tatggtggtt
aaagggaaat
agaagttcct
aaaaaagact
aaacggatgc
aaatatgtga
gataacgaac
gagcaaatca
cttagtgcat
catttattta
attgatcgta
tccatcactg
ctggttggceg
tgatttttaa
tattagaaac
atgtccttgt
atggtcgtca

aatcgcaggt
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ataaggtctt
aagtagtcaa
aacgtaagtt
ctggttttat
ttttggatag
aagtgattac
aagtacgtga
gaactgcttt
aagtttatga
caaaatattt
atggagagat
gggataaagg
ttgtcaagaa
gaaattcgga
ttgatagtcc
cgaagaagtt
ttgaaaaaaa
taatcattaa
tggctagtgc
attttttata
aaaaacaatt
gtgaattttc
ataacaaaca
cgttgacgaa
aacgatatac
gtctttatga
tactgttgtg
ggatgcctat
gaccgatatt
catattctgt
tgattcgagt

ttggacgacg

aacgcgttct
aaagatgaaa
tgataattta
caaacgccaa
tcgcatgaat
cttaaaatct
gattaacaat
gattaagaaa
tgttcgtaaa
cttttactct
tcgcaaacgce
gcgagatttt
aacagaagta
caagcttatt
aacggtagct
aaaatccgtt
tcegattgac
actacctaaa
cggagaatta
tttagctagt
gtttgtggag
taagcgtgtt
tagagacaaa
tcttggagct
gtctacaaaa
aacacgcatt
gtaaataccc
aaaacggagc
gtcttgtcca
gatgataaac
ttacagcttg

attattgctc

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



aaaagatttt
ctattatgga
cagcgagaat
caatcaatgc
tggttgtgtc
tcaattttgc
aaaatcgaaa
cattttcata
aagttgtcaa
tagatatatg
agcctatcga
tatttatagt
ggagcataat
acgaatgatt
tgtatttctt
cattaagagg
aatattgtta
caatcaaaga
caaccatttt
tgaaatcgat
tagaaaatga
taggagtaaa
aaattttcaa
taacaaagga
tctttttaga

tcttaataac

<210> 505
<211> 4107
<212> ADN

gaatcaatct
tttatatcat
ttattttaat
aggtctggat
tggatgtatg
tagcgatatt
tcagectttt
taatggtaaa
agctctgaat
agaatgatac
aaatttcgga
aagttgctgt
cctaataaag
tatttacatg
ggggaggctt
cggtacaatt
ccaatatgag
atcagaaatc
aaaattgatt
gattgacaaa
attagattta
agtagaaacg
atatctcact
tgaagtggct
accacgtgaa

taaaaatatg

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 505
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tgctatctag
ggtttggaaa
acactttttg
tatggttata
actcagtttg
atggaaccat
cccaaaataa
gagatgtatc
aatgaaggga
ttatgtttga
aatttttact
tgaataatac
gaaatattac
gtgaaagaaa
ttgatgaatc
cttgtgctcg
gaagattctg
atgcttgtaa
catgcagatt
ttggttgcta
gagtatgatg
caaagtgata
aagaaaaagt
agtttacaag
ctatatgatt

gtataa

gagcatgctc
attttgatcc
ggaacgattt
ctttattatt
ggcttaaaca
ttaggccttt
agagagagtt
tcacgaatat
aaggagttce
tatgccgacg
tagtgaaggg
agctaacaat
attactaacg
taattgtatt
ttaatttttc
aagatgtctg
aacttaaatt
cagatatttt
tagaatctca
cgattacaga
aaatcacaat
ctatttttga
tgcttatttt
agtatatatc

ttccgecagta

209

ctattttgaa
gagtaatcga
ctcaagagat
gagtatgttt
cgctaatcag
agtggataag
atttactttg
tattagcgat
tgaatttagg
gacaccgctg
tttatcatgce
gccatgattg
gtcacggaaa
gcaaactccg
cttactagat
tgtattttca
ttttgatcac
aggatttgat
atttaatgag
actgattgtc
cctggaattyg
aaaatgtcta
tgtcaatagc
attgacaaat

tattttagat

aaatcccaat
gaagggcatg
ttggagcatc
gcgcgtgaag
tttaatcagt
attgtttatg
ttttcagata
tatactaaaa
atatgagtta
aggaacgaaa
atcaatttte
gtcggctgag
aacagtttge
atgaaagact
gaaccgattc
aaaatagtgc
aagatgaaaa
gttaactcct
aaacccgaag
tttgaatgct
attaagtcct
gagatacttc
ggagcttttce
ttaacagttc

gaagattatt

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

43820

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

5966
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atggataaga aatactcaat aggcttagat atcggcacaa atagcgtcgg atgggcggtg 60

atcactgatg aatataaggt tccgtctaaa aagttcaagg ttctgggaaa tacagaccgc 120

210



cacagtatca
gcgactcgtc
tatctacagg
cttgaagagt
aatatagtag
aaattggtag
atgattaagt
gtggacaaac
attaacgcaa
cgattagaaa
ctcattgctt
gatgctaaat
caaattggag
ttactttcag
atgattaaac
caacaacttc
ggttatattg
gaaaaaatgg
aagcaacgga
gctattttga
gaaaaaatct
cgttttgcat
gttgtcgata
aatcttccaa
tataacgaat
tcaggtgaac
gttaagcaat
tcaggagttyg
attaaagata
ttaacattga
cacctctttg

cgtttgtctc

aaaaaaatct
tcaaacggac
agattttttc
cttttttggt
atgaagttgc
attctactga
ttcgtggtca
tatttatcca
gtggagtaga
atctcattgc
tgtcattggg
tacagctttc
atcaatatgc
atatcctaag
gctacgatga
cagaaaagta
atgggggagc
atggtactga
cctttgacaa
gaagacaaga
tgacttttcg
ggatgactcg
aaggtgcttc
atgaaaaagt
tgacaaaggt
agaagaaagc
taaaagaaga
aagatagatt
aagatttttt
ccttatttga
atgataaggt

gaaaattgat
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tataggggct
agctcgtaga
aaatgagatg
ggaagaagac
ttatcatgag
taaagcggat
ttttttgatt
gttggtacaa
tgctaaagcg
tcagctcccc
tttgacccct
aaaagatact
tgatttgttt
agtaaatact
acatcatcaa
taaagaaatc
tagccaagaa
ggaattattg
cggctctatt
agacttttat
aattccttat
gaagtctgaa
agctcaatca
actaccaaaa
caaatatgtt
cattgttgat
ttatttcaaa
taatgcttca
ggataatgaa
agatagggag
gatgaaacag

taatggtatt

cttttatttg
aggtatacac
gcgaaagtag
aagaagcatg
aaatatccaa
ttgcgcttaa
gagggagatt
acctacaatc
attctttectg
ggtgagaaga
aattttaaat
tacgatgatg
ttggcagcta
gaaataacta
gacttgactc
ttttttgatc
gaattttata
gtgaaactaa
ccccatcaaa
ccatttttaa
tatgttggtc
gaaacaatta
tttattgaac
catagtttgce
actgaaggaa
ttactcttca
aaaatagaat
ttaggtacct
gaaaatgaag
atgattgagg
cttaaacgtc

agggataagc
211

acagtggaga
gtcggaagaa
atgatagttt
aacgtcatcc
ctatctatca
tctatttggce
taaatcctga
aattatttga
cacgattgag
aaaatggctt
caaattttga
atttagataa
agaatttatc
aggctcccct
ttttaaaagc
aatcaaaaaa
aatttatcaa
atcgtgaaga
ttcacttggg
aagacaatcg
cattggcgcg
ccccatggaa
gcatgacaaa
tttatgagta
tgcgaaaacc
aaacaaatcg
gttttgatag
accatgattt
atatcttaga
aaagacttaa
gccgttatac

aatctggcaa

gacagcggaa
tcgtatttgt
ctttcatcga
tatttttgga
tctgcgaaaa
cttagcgcat
taatagtgat
agaaaaccct
taaatcaaga
atttgggaat
tttggcagaa
tttattggcg
agatgctatt
atcagcttca
tttagttcga
cggatatgca
accaatttta
tttgctgecgce
tgagctgcat
tgagaagatt
tggcaatagt
ttttgaagaa
ctttgataaa
ttttacggtt
agcatttctt
aaaagtaacc
tgttgaaatt
gctaaaaatt
ggatattgtt
aacatatgct

tggttgggga

aacaatatta

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



gattttttga
agtttgacat
catgaacata
gtaaaagttg
attgaaatgg
atgaaacgaa
gttgaaaata
gacatgtatg
attgttccac
gataaaaatc
aactattgga
acgaaagctg
ttggttgaaa
actaaatacg
aaattagttt
taccatcatg
tatccaaaac
atgattgcta
aatatcatga
cctctaatcg
gccacagtgce
cagacaggcg
gctcgtaaaa
tattcagtcc
aaagagttac
tttttagaag
tatagtcttt
caaaaaggaa
cattatgaaa
cagcataagc
attttagcag

ccaatacgtg

aatcagatgg
ttaaagaaga
ttgcaaattt
ttgatgaatt
cacgtgaaaa
tcgaagaagg
ctcaattgca
tggaccaaga
aaagtttcct
gtggtaaatc
gacaacttct
aacgtggagg
ctcgccaaat
atgaaaatga
ctgacttcecg
cccatgatgc
ttgaatcgga
agtctgagca
acttcttcaa
aaactaatgg
gcaaagtatt
gattctccaa
aagactggga
tagtggttgc
tagggatcac
ctaaaggata
ttgagttaga
atgagctggc
agttgaaggg
attatttaga
atgccaattt

aacaagcaga
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ttttgccaat
cattcaaaaa
agctggtagc
ggtcaaagta
tcagacaact
tatcaaagaa
aaatgaaaag
attagatatt
taaagacgat
ggataacgtt
aaacgccaag
tttgagtgaa
cactaagcat
taaacttatt
aaaagatttc
gtatctaaat
gtttgtctat
agaaataggc
aacagaaatt
ggaaactgga
gtccatgccece
ggagtcaatt
tccaaaaaaa
taaggtggaa
aattatggaa
taaggaagtt
aaacggtcgt
tctgccaage
tagtccagaa
tgagattatt
agataaagtt

aaatattatt

cgcaatttta
gcacaagtgt
cctgctatta
atggggcggce
caaaagggcc
ttaggaagtc
ctctatctct
aatcgtttaa
tcaatagaca
ccaagtgaag
ttaatcactc
cttgataaag
gtggcacaaa
cgagaggtta
caattctata
gccgtegttg
ggtgattata
aaagcaaccg
acacttgcaa
gaaattgtct
caagtcaata
ttaccaaaaa
tatggtggtt
aaagggaaat
agaagttcct
aaaaaagact
aaacggatgc
aaatatgtga
gataacgaac
gagcaaatca
cttagtgcat

catttattta
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tgcagctgat
ctggacaagg
aaaaaggtat
ataagccaga
agaaaaattc
agattcttaa
attatctcca
gtgattatga
ataaggtctt
aagtagtcaa
aacgtaagtt
ctggttttat
ttttggatag
aagtgattac
aagtacgtga
gaactgecttt
aagtttatga
caaaatattt
atggagagat
gggataaagg
ttgtcaagaa
gaaattcgga
ttgatagtcc
cgaagaagtt
ttgaaaaaaa
taatcattaa
tggctagtgc
attttttata
aaaaacaatt
gtgaatttte
ataacaaaca

cgttgacgaa

ccatgatgat
cgatagttta
tttacagact
aaatatcgtt
gcgagagcgt
agagcatcct
aaatggaaga
tgtcgatcac
aacgcgttct
aaagatgaaa
tgataattta
caaacgccaa
tcgcatgaat
cttaaaatct
gattaacaat
gattaagaaa
tgttcgtaaa
cttttactct
tcgcaaacgce
gcgagatttt
aacagaagta
caagcttatt
aacggtagct
aaaatccgtt
tccgattgac
actacctaaa
cggagaatta
tttagctagt
gtttgtggag
taagcgtgtt
tagagacaaa

tcttggagcet

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900

3960
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cccgetgett ttaaatattt tgatacaaca attgatcgta aacgatatac gtctacaaaa

gaagttttag atgccactct tatccatcaa tccatcactg gtctttatga aacacgcatt

gatttgagtc

<210> 506
<211> 870
<212> ADN

agctaggagg

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 506

atggctggtt
catctgattt
ttgttattag
gagaatgtcc
ttttatggtc
gtcaaatcgc
ctaggagcat
gaaaattttg
tttgggaacg
tatactttat
tttgggectta
ccatttaggc
ataaagagag
tatctcacga

gggaaaggag

<210> 507
<211> 342
<212> ADN

ggcgtactgt
ttaaggatgc
aaacgaccga
ttgtcatatt
gtcatgattc
aggtttggac
gctcctattt
atccgagtaa
atttctcaag
tattgagtat
aacacgctaa
ctttagtgga
agttatttac
atattattag

ttcctgaatt

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 507

tgactga

tgtggtaaat
ctataaaacg
tattgtcttg
ctgtgatgat
gagtttacag
gacgattatt
tgaaaaatcc
tcgagaaggg
agatttggag
gtttgcgegt
tcagtttaat
taagattgtt
tttgttttca
cgattatact

taggatatga

acccactcga
gagctgatcc
tccactatgc
aaacgattac
cttgggaaac
gctcaaaaga
caatctatta
catgcagcga
catccaatca
gaagtggttg
cagttcaatt
tatgaaaatc
gatacatttt

aaaaaagttg

213

aattatccta
atttatcaga
tggtaaaacg
caacagctat
aaatgtcctg
ttttgaatca
tggatttata
gaatttattt
atgcaggtct
tgtctggatg
ttgctagcga
gaaatcagcc
catataatgg

tcaaagctct

taagaataat
aattgatatt
gctagtggat
gctgatgcct
gtcagaaaca
atcttgctat
tcatggtttg
taatacactt
ggattatggt
tatgactcag
tattatggaa
ttttcccaaa
taaagagatg

gaataatgaa

4020

4080

4107

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

870
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atgagttata
gaacgaaaag
caattttcta
cggctgaggg
cagtttgcac

gaaagacttg

<210> 508
<211> 663
<212> ADN

gatatatgag
cctatcgaaa
tttatagtaa
agcataatcc
gaatgattta

tatttcttgg

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 508

atgaatctta
gtgctcgaag
gattctgaac
cttgtaacag
gcagatttag
gttgctacga
tatgatgaaa
agtgatacta
aaaaagttgc
ttacaagagt
tatgattttc

taa

<210> 509
<211> 8020
<212> ADN

atttttcctt
atgtctgtgt
ttaaattttt
atattttagg
aatctcaatt
ttacagaact
tcacaatcct
tttttgaaaa
ttatttttgt
atatatcatt

cgcagtatat

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 509

ES 2398918 T3

aatgatactt
atttcggaaa
gttgctgttg
taataaagga
tttacatggt

ggaggctttt

atgtttgata
tttttactta
aataatacag
aatattacat
gaaagaaata

gatgaatctt

tgcecgacgga
gtgaagggtt
ctaacaatgc
tactaacggt
attgtattgc

aa

caccgctgag
tatcatgcat
catgattggt
cacggaaaaa

aaactccgat

actagatgaa
attttcaaaa
tgatcacaag
atttgatgtt
taatgagaaa
gattgtcttt
ggaattgatt
atgtctagag
caat