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DESCRIPCION
Cultivos con resistencia mejorada a fagos

Campo de la Invencion

La presente invenciéon proporciona métodos y composiciones que encuentran uso en el desarrollo y el uso de
combinaciones de cepas y rotaciones de cultivo de inicio.

Antecedentes de la Invencién

Cultivos, y cultivos de inicio, en particular, se utilizan ampliamente en la industria alimentaria en la fabricacion de
productos fermentados incluidos los productos lacteos (por ejemplo, yogur, mantequilla y queso), productos carnicos,
productos de panaderia, vino y productos vegetales. La preparacion de los cultivos es una labor intensiva, que ocupa
mucho espacio y equipo, y existe un riesgo considerable de contaminacién con bacterias de putrefaccion y/o fagos
durante las etapas de propagacion. El fracaso de los cultivos bacterianos, debido a la infeccion por un bacteriéfago
(fago) y a la multiplicacion es un problema importante con el uso industrial de cultivos bacterianos. Hay muchos tipos
diferentes de fagos y nuevas cepas siguen apareciendo. Ademas, existe la necesidad de métodos y composiciones
para el seguimiento de las bacterias utilizadas en dichos cultivos. De hecho, a pesar de los avances en el desarrollo
de cultivos, existe una continua necesidad de mejorar los cultivos para su uso en la industria.

Breve Descripcion de la Invencién

La presente invenciéon proporciona métodos y composiciones que encuentran uso en el desarrollo y el uso de
combinaciones de cepas y rotaciones de cultivo de inicio.

De acuerdo con un aspecto, la presente invenciéon proporciona un método para la generacion de un cultivo de inicio
que comprende al menos dos variantes de una cepa resistente a bacteriéfagos, que comprende las etapas de: (a) la
exposicion de una cepa bacteriana precursora, que comprende al menos una porcién de una ubicacion CRISPR, a
un bacteriéfago para producir una mezcla de bacterias que comprende una variante de la cepa resistente a
bacteriéfagos que comprende una ubicacion CRISPR modificada que comprende al menos un espaciador adicional
en dicha ubicacion CRISPR modificada; (b) la exposicion independiente de la misma cepa bacteriana precursora que
en el paso (a) que comprende al menos una porcion de una ubicacion CRISPR al mismo bacteriéfago que en el paso
(a) para producir una mezcla de bacterias que comprende otra variante de la cepa resistente a bacteriéfagos que
comprende una ubicacion CRISPR modificada que comprende al menos un espaciador adicional en dicha ubicacién
CRISPR modificada; (c) la seleccion de dichas variantes de las cepas resistentes a bacteriéfagos de dichas mezclas
de bacterias; (d) la seleccion de dichas variantes de las cepas resistentes a bacteriéfagos que comprenden un
espaciador adicional en dicha ubicacion CRISPR modificada de dichas cepas resistentes a bacteriéfagos
seleccionadas en el paso (c); y (e) el aislamiento de dichas variantes de las cepas resistentes a bacteriéfagos, donde
dichas cepas comprenden un espaciador adicional en dicha ubicacion CRISPR modificada; donde la secuencia de al
menos un espaciador adicional en la variante de la cepa resistente a bacteriéfagos es diferente de la secuencia de al
menos un espaciador adicional en la otra cepa resistente a bacteriofagos.

De acuerdo con un segundo aspecto, la invencién proporciona un cultivo de inicio obtenido mediante el método de la
presente invencion.

De acuerdo con un tercer aspecto, la invenciéon proporciona un método de fermentacion que comprende la adicion
del cultivo de inicio de la invencion a un medio de fermentacion, en condiciones tales que tenga lugar la fermentacion
de los componentes de dicho medio de fermentacion.

En algunas modalidades preferidas, el bacteriéfago se selecciona de un grupo de familias de virus que consiste en:
Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae, Microviridae, Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae, vy
Tectiviridae. En algunas modalidades preferidas adicionales, el bacteriéfago es un bacteriéfago natural, mientras que
en otras modalidades preferidas, el bacteri6fago es un bacteri6fago mutado obtenido mediante presion selectiva
utilizando una cepa bacteriana resistente a bacteriéfagos. Aun en otras modalidades, la cepa resistente a
bacteriéfagos es una mutante insensible a bacteri6fagos. Todavia en otras modalidades, la cepa bacteriana
precursora es una mutante insensible a bacteriéfagos. En algunas otras modalidades, las porciones terminales 5’ y/o
3’ de la ubicacion CRISPR de la cepa bacteriana precursora se comparan con la ubicacion CRISPR modificada de la
variante de la cepa resistente a bacteriéfagos. En algunas modalidades adicionales mas, las porciones terminales 5’
y/o 3’ del primer espaciador CRISPR de la ubicacion CRISPR de la cepa bacteriana precursora se comparan con la
ubicaciéon CRISPR modificada de la variante de la cepa resistente a bacteriéfagos. En algunas modalidades
adicionales, por lo menos una parte de la ubicacion CRISPR de la cepa bacteriana precursora y, por lo menos una
parte de la ubicacion CRISPR modificada de la variante de la cepa resistente a bacteriéfagos, se comparan
amplificando por lo menos una parte de la ubicacion CRISPR y al menos, una parte de la ubicacion CRISPR
modificada, para producir una secuencia amplificada de la ubicacién CRISPR y una amplificacion de la secuencia de
la ubicaciéon CRISPR modificada. En aun mas modalidades, la amplificacion se realiza mediante la reaccion en
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cadena de la polimerasa. En algunas modalidades preferidas, por lo menos una parte de la ubicaciéon CRISPR de la
cepa bacteriana precursora y por lo menos una parte de la ubicacién CRISPR modificada de la variante de la cepa
resistente a bacteriéfagos, se comparan secuenciando por lo menos una parte de la ubicaciéon CRISPR y al menos
un parte de la ubicacion CRISPR modificada. En algunas modalidades preferidas en particular, los métodos ademas
comprenden la etapa de secuenciar la secuencia amplificada de la ubicacién CRISPR y la secuencia amplificada de
la ubicacion CRISPR modificada. En algunas modalidades adicionales, el espaciador adicional en la ubicacion
CRISPR modificada, forma una unidad de espaciador repetido adicional. En algunas modalidades preferidas, la
unidad de espaciador repetido adicional comprende al menos alrededor de 44 nucledtidos. En algunas modalidades
alternativas preferidas, la unidad de espaciador repetido adicional esta compuesta por alrededor de entre 44 y
alrededor de 119 nucledtidos. Sin embargo, no es la intencién que la presente invencién se limite a estos intervalos
de tamafo especificos, ya que se ha encontrado uso para otros tamafios en la presente invencion, tal como se
describe en este documento. En algunas modalidades, la unidad de espaciador repetido adicional, comprende al
menos una secuencia de nucleétidos que tiene por lo menos alrededor del 95% de identidad de una repeticion
CRISPR en la ubicacion CRISPR de la cepa bacteriana precursora. En algunas otras modalidades, la unidad
espaciador repetido adicional, comprende al menos una secuencia de nucleétidos que tiene por lo menos alrededor
del 95% de identidad de una secuencia de nucledtidos en el genoma de al menos un bacteriéfago. En algunas
modalidades preferidas en particular, la cepa bacteriana precursora, es una cepa industrialmente util. En algunas
modalidades adicionales preferidas, la cepa bacteriana precursora es susceptible a la infeccion por lo menos por un
bacteriéfago. En algunas modalidades preferidas adicionales, la cepa bacteriana precursora, comprende un cultivo
seleccionado de cultivos de inicio, cultivos probidticos y cultivos de suplemento dietético. En algunas modalidades
preferidas, la cepa bacteriana precursora comprende una cepa obtenida de un cultivo. En algunas modalidades
preferidas en particular, el cultivo es un cultivo de inicio, un cultivo probidtico, y/o un cultivo de suplemento dietético.
Mas aun en modalidades adicionales, la cepa bacteriana precursora se selecciona de Escherichia, Shigella,
Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus, Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria, Bordetella, Helicobacter,
Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium,
Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella, Brucella, Campylobacter, Klebsiella, Frankia, Bartonella,
Rickettsia, Shewanella, Serratia, Enterobacter, Proteus, Providencia, Brochothrix, Bifidobacterium, Brevibacterium,
Propionibacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, y Oenococcus.

Se describe al menos una variante de la cepa resistente a bacteriéfagos obtenida mediante los métodos
establecidos en el presente. Se describen variantes de las cepas resistentes a bacteriéfagos, en las que la variante
de la cepa resistente a bacteriéfagos es una cepa industrialmente util. En algunas modalidades preferidas, la
variante de la cepa resistente a bacteriéfagos comprende una cepa industrialmente Gtil que es al menos un
componente de un cultivo de inicio, cultivos probidticos, cultivos de suplemento dietético, y/u otros cultivos utiles.

La presente invencion también proporciona composiciones que comprenden una variante de la cepa resistente a
bacteriéfagos producida utilizando los métodos establecidos en el presente. La presente invencion proporciona
composiciones que comprenden al menos dos variantes de las cepas resistentes a bacteriéfagos producidas
utilizando los métodos establecidos en el presente. Se proporcionan los alimentos y/o piensos que comprenden al
menos una de estas composiciones. Se proporcionan métodos para la preparacion de alimentos y/o piensos que
comprenden la adiciéon de al menos una de estas composiciones para el alimento o el pienso. La presente invencion
también proporciona cultivos de inicio, cultivos probiéticos, cultivos de suplemento dietético y otros cultivos utiles que
componen por lo menos una de estas composiciones. La presente invencidon también proporciona métodos de
fermentacion que comprenden la adicidon de al menos una de estas composiciones a un cultivo de inicio. La presente
invencién proporciona métodos de fermentacidn que comprenden la adicion de al menos una de estas
composiciones a un medio de fermentacion, en condiciones tales que la fermentacion de los componentes del medio
de fermentaciéon ocurra. En algunas modalidades, la fermentacion no se ve afectada por la presencia de
bacteriéfagos. En algunas modalidades, el medio de fermentacion es un producto alimenticio. En algunas
modalidades preferidas, el producto alimenticio es un producto lacteo. En algunas modalidades preferidas en
particular, el producto lacteo es la leche. En algunas modalidades adicionales, al menos dos composiciones
diferentes compuestas de dos o mas variantes de las cepas resistentes a bacteri6fagos son secuencialmente
expuestas al medio de fermentacion.

Se proporcionan métodos para reducir la poblacion de bacteriéfagos perjudiciales en un medio de fermentacion que
comprende la exposicion de un medio de fermentacién a al menos una variante de la cepa resistente a
bacteriéfagos, producida utilizando los métodos establecidos en el presente, en condiciones tales que la poblacién
de bacteriéfagos se reduce.

Se proporcionan métodos para la generacion de al menos una variante de la cepa resistente a bacteriéfagos, que
comprenden las etapas de: (a) la exposicidon de una cepa bacteriana precursora que comprende por lo menos una
porcién de una ubicacién CRISPR a por lo menos una secuencia de acido nucleico para producir una mezcla de
bacterias que comprenda al menos una variante de la cepa resistente a bacteriéfagos que comprenda una ubicacion
CRISPR modificada; (b) la seleccién de una variante de la cepa resistente a bacteridfagos de una mezcla de
bacterias; (c) la comparacion de la ubicacion CRISPR o una parte de la misma de la cepa bacteriana precursora y la
ubicacion CRISPR modificada de la variante de la cepa resistente a bacteriéfagos para identificar variantes de las
cepas resistentes a bacteriéfagos que comprendan al menos otro fragmento de acido nucleico en la ubicacion
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CRISPR modificada, que no se encuentre en la ubicacion CRISPR de la cepa bacteriana precursora; (d) la seleccion
de la variante de cepas resistentes a bacteriéfagos que comprendan un fragmento de acido nucleico adicional en la
ubicaciéon CRISPR modificada; (e) el andlisis de por lo menos un fragmento de acido nucléico adicional en la
ubicacion CRISPR modificada, para identificar al menos una variante de la cepa resistente a bacteriéfagos; y (f) el
aislamiento de al menos una variante de la cepa resistente a bacteriéfagos.

Se proporcionan métodos para la generacion de fagos mutantes de escape a CRISPR, que comprenden: (a) la
obtencion de: al menos uno de los fagos precursores y una cepa bacteriana resistente a fagos que comprenda al
menos una ubicacion CRISPR, donde la ubicacién CRISPR comprenda una secuencia de acidos nucléicos que sea
por lo menos alrededor del 95% idéntica a al menos una secuencia proto-espaciadora en el genoma de por lo menos
uno de los fagos precursores; (b) la exposicién de al menos uno de los fagos precursores a una cepa bacteriana
resistente a fagos, en condiciones tales que por lo menos una variante de fagos se produzca; y (c) la seleccion de al
menos una variante de fagos, en la que por lo menos una variante de fagos exhiba la capacidad de infectar las
cepas de bacterias resistentes a fagos y sea un fago mutante de escape a CRISPR. La cepa de bacterias resistentes
a fagos, puede ser una variante de la cepa resistente a bacteriéfagos obtenida mediante los métodos establecidos
en el presente. Los métodos ademas pueden comprender la etapa de la comparacién de al menos una parte de por
lo menos una secuencia proto-espaciadora y una porciéon CRISPR posicionada cerca de al menos una secuencia
proto-espaciadora en la variante del fago con la al menos una secuencia proto-espaciadora y una porcion CRISPR
del fago precursor. Los métodos pueden ademas comprender la etapa de la seleccion de la variante de fagos que
infectan la cepa de bacterias resistentes a fagos, en la que la variante de fagos comprende los fagos mutantes de
escape a CRISPR, y donde los fagos de escape a CRISPR comprenden al menos una mutacién en la al menos una
secuencia proto-espaciadora y/o en la porcion CRISPR de los fagos mutantes de escape a CRISPR. Los métodos
pueden ser iterativamente repetidos una o mas veces mediante los fagos mutantes de escape a CRISPR y
diferentes cepas de bacterias resistentes a fagos CRISPR que incluyen al menos una ubicacion CRISPR, en la que
la ubicacion CRISPR comprende una secuencia de acidos nucléicos que sea por lo menos alrededor del 95%
idéntica a al menos una secuencia proto-espaciadora en el genoma de fagos mutantes de escape a CRISPR.
Todavia en modalidades adicionales, por lo menos un bacteriéfago se selecciona del grupo de familias de virus que
consiste en: Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae, Microviridae, Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae,
y Tectiviridae. En algunas modalidades preferidas, la cepa de bacterias resistentes a fagos se selecciona de
Escherichia, Shigella, Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus, Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria,
Bordetella, Helicobacter, Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus, Enterococcus, Clostridium, Camplyobacter,
Corynebacterium, Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella, Brucella, Klebsiella, Frankia, Bartonella,
Rickettsia, Shewanella, Serratia, Enterobacter, Proteus, Providencia, Brochothrix, Bifidobacterium, Brevibacterium,
Propionibacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus, y Oenococcus.

Se proporcionan fagos mutantes de escape a CRISPR obtenidos mediante los métodos establecidos en el presente.
Los fagos mutantes de escape a CRISPR pueden comprender dos o mas mutaciones presentes en al menos dos
secuencias proto-espaciadoras y/o en la porcion CRISPR.

Se proporcionan fagos mutantes de escape a CRISPR, en los que el genoma de los fagos mutantes de escape a
CRISPR es genéticamente modificado para incluir mutaciones en al menos un proto-espaciador y/o una porcion
CRISPR. Por lo menos una porciéon CRISPR puede ser mutada en los fagos mutantes de escape a CRISPR,
mientras que en algunas modalidades alternativas, al menos una porcién CRISPR, se suprime en los fagos mutantes
de escape a CRISPR. También se proporcionan composiciones que comprenden al menos un fago mutante de
escape a CRISPR.

La presente invencion también proporciona métodos para el control de las poblaciones de bacterias en un producto
que comprende la exposicién de composiciones que incluyen al menos un fago mutante de escape a CRISPR en un
medio de fermentacién, donde el medio de fermentacion contiene al menos una poblacion de bacterias indeseables,
en condiciones tales que la poblacién de estas bacterias no deseadas se reduce, y el medio de fermentacién se
utiliza para generar el producto. En algunas modalidades, el producto se selecciona de los alimentos, los aditivos,
cosméticos, productos para el cuidado personal, productos sanitarios, productos veterinarios y suplementos
alimenticios. En algunas otras modalidades, los métodos se repiten por lo menos una vez y las diferentes
composiciones y/o composiciones que comprenden diferentes fagos mutantes de escape a CRISPR, se utilizan en
rotacion.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona métodos y composiciones para el uso de uno o mas
genes o proteinas cas para la modulacion de la resistencia en una célula contra un acido nucléico objetivo o un
producto de transcripcion del mismo. En algunas modalidades adicionales, la presente invencidon proporciona
composiciones y métodos para el uso de una secuencia recombinante de acidos nucléicos recombinantes que
comprende al menos un gen cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR junto con al menos un espaciador de
CRISPR, donde al menos un espaciador de CRISPR es heterdlogo a por lo menos un gen cas y/o por lo menos dos
repeticiones CRISPR para modular la resistencia contra un acido nucléico objetivo o de un producto de la
transcripcion del mismo. Todavia en modalidades adicionales, la presente invencion proporciona al menos una
secuencia de acidos nucléicos que comprende al menos un gen cas.
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Todavia en modalidades adicionales, la presente invencién proporciona al menos una secuencia de acido nucléico
que comprende al menos un gen cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR. En algunas modalidades, la presente
invencién proporciona una secuencia de acido nucléico que comprende al menos un gen cas y por o menos un
espaciador de CRISPR. Todavia en modalidades adicionales, la presente invencién proporciona una secuencia de
acido nucléico que comprende al menos un gen cas, por lo menos un espaciador de CRISPR y al menos dos
repeticiones CRISPR. En otras modalidades, la presente invencion proporciona una secuencia recombinante de
acido nucléico que comprende al menos un gen cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR junto con al menos un
espaciador de CRISPR, en el que el espaciador de CRISPR es heterdlogo para al menos un gen cas y/o por lo
menos dos repeticiones CRISPR.

La presente invenciéon también proporciona constructos que comprenden una o varias de las secuencias de acidos
nucleicos que se describen en este documento. Todavia en modalidades adicionales, la presente invencion
proporciona vectores que comprenden una o varias de las secuencias de acidos nucléicos o una o varias de las
construcciones descritas en este documento. Todavia en modalidades adicionales, la presente invencion
proporciona células que incluyen la secuencia de acido nucléico o el constructo o el vector descritos en el presente.

La presente invencion también proporciona métodos para modular (por ejemplo, conferir o aumentar) la resistencia
de una célula en contra de un acido nucléico objetivo o un producto de la transcripciéon del mismo que comprende las
etapas de: (i) la identificacién de una secuencia (por ejemplo, una secuencia conservada) en un organismo (en
algunas modalidades, se trata de una secuencia que es esencial para la funcion o la supervivencia del organismo);
(ii) la preparacion de un espaciador de CRISPR que es homologa a la secuencia identificada; (iii) la preparacion de
un acido nucléico (por ejemplo, un acido nucléico recombinante) que comprenda al menos un gen cas y por lo
menos dos repeticiones CRISPR junto con el espaciador de CRISPR.

La presente invencion también proporciona métodos para la identificacion de un espaciador de CRISPR o un
pseudoespaciador de CRISPR para su uso en la modulacién de la resistencia de una célula en contra de un acido
nucléico objetivo o un producto de la transcripciéon del mismo que comprende las etapas de: (i) la elaboracion de una
célula compuesta por al menos dos repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o una proteina; (ii) la identificaciéon
de al menos un espaciador de CRISPR o pseudoespaciadores de CRISPR en un organismo que es
considerablemente resistente al acido nucleico objetivo o al producto de la transcripcion del mismo; (iii) la
modificacion de la secuencia del espaciador de CRISPR en la célula de tal modo que el espaciador de CRISPR
tenga homologia con el espaciador del organismo; y (iv) determinar si la célula modula la resistencia contra el acido
nucleico objetivo o producto de la transcripcion del mismo, en donde la modulacion de la resistencia de la célula
contra el acido nucleico objetivo o producto de la transcripcién del mismo, es indicativo de que el espaciador de
CRISPR modula la resistencia de la célula.

Se proporcionan métodos para la identificacion de un gen cas para su uso en la modulacién de la resistencia de una
célula en contra de un acido nucleico objetivo o un producto de la transcripcién del mismo, que comprende las
etapas de: (i) la elaboracion de una célula compuesta por al menos un espaciador de CRISPR y al menos dos
repeticiones CRISPR,; (i) la ingenieria de la célula de manera que incluya al menos un gen cas; y (iii) determinar si la
célula modula la resistencia contra el acido nucleico objetivo o producto de la transcripcion del mismo, en donde la
modulacion de la resistencia de la célula en contra del acido nucleico objetivo o producto de la transcripcion del
mismo es indicativo de que el gen cas puede ser utilizado para modular la resistencia de la célula.

Se proporcionan métodos para la identificacion de una repeticion de CRISPR para su uso en la modulacién de la
resistencia de una célula contra un &cido nucléico objetivo o un producto de la transcripcién del mismo que
comprende las etapas de: (i) la elaboracion de una célula compuesta por al menos un espaciador de CRISPR y al
menos un gen cas; (ii) la ingenieria de una célula de forma que contenga la repeticién CRISPR; vy (iii) determinar si la
célula modula la resistencia contra el acido nucleico objetivo o el producto de la transcripcidon del mismo, en el que la
modulacion de la resistencia de la célula contra el acido nucleico objetivo o producto de la transcripcion del mismo es
indicativo de que la repeticion de CRISPR se puede utilizar para modular la resistencia.

Se proporcionan métodos para la identificacion de una combinacién funcional de un gen cas y una repeticién
CRISPR que comprende las etapas de: (a) determinar las secuencias del gen cas y la repeticion CRISPR; (b) la
identificacion de uno o mas grupos de genes cas segun lo determinado por el andlisis de comparacién de
secuencias; (c) la identificacion de uno o mas grupos de repeticiones CRISPR; y (d) la combinaciéon de aquellos
genes cas y secuencias repetidas de CRISPR que caigan dentro del mismo grupo, donde la combinacién del gen
cas y las secuencias repetidas de CRISPR dentro del mismo grupo es indicativo de que la combinacion es una
combinacion funcional.

Se proporcionan métodos para modular el lisotipo de una célula bacteriana que comprende uno o0 mas genes o
proteinas cas y dos o mas repeticiones CRISPR que comprenden las etapas de: (i) la identificacion de uno o varios
pseudoespaciadores CRISPR en la secuencia genémica de un bacteriéfago contra el que la resistencia debe ser
modulada; y (ii) modificar la secuencia de uno o mas espaciadores CRISPR de la célula bacteriana de tal manera
que el espaciador o espaciadores de CRISPR de la célula bacteriana tenga(n) homologia con el pseudoespaciador o
espaciadores de CRISPR del bacteriéfago contra el que la resistencia debe ser modulada.
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Se proporcionan métodos para modular (por ejemplo, conferir 0 aumentar) la resistencia de una célula bacteriana
contra un bacteriéfago que comprende las etapas de: (i) la identificacion de una secuencia (por ejemplo, una
secuencia conservada) en un bacteriéfago (preferiblemente, una secuencia esencial para la funcion o la
supervivencia del bacteriéfago); (ii) la preparaciéon de un espaciador de CRISPR que sea homodlogo a la secuencia
identificada; (iii) la preparacion de un &cido nucleico que comprenda al menos un gen cas y por lo menos dos
repeticiones CRISPR junto con el espaciador de CRISPR; y (iv) la introduccion de un &cido nucléico en la célula
bacteriana, para hacer a la célula bacteriana resistente al acido nucléico objetivo o producto de la transcripcién del
mismo.

Se proporcionan métodos para modular (por ejemplo, conferir 0 aumentar) la resistencia de una célula bacteriana
contra un acido nucléico objetivo o producto de la transcripcion, en un bacteriéfago del mismo que comprende las
etapas de: (i) la identificacion de uno o varios pseudoespaciadores CRISPR en el genoma de un bacteriéfago, que
sea capaz de proporcionar resistencia a un acido nucléico objetivo o a un producto de la transcripcion del mismo; (ii)
la preparacion de un acido nucléico recombinante, que comprenda al menos un gen cas y por lo menos dos
repeticiones CRISPR junto con uno o mas pseudoespaciadores de CRISPR identificados; y (iii) la introduccion del
acido nucleico recombinante en la célula bacteriana, para hacer asi que la célula bacteriana sea resistente al acido
nucleico objetivo o producto de la transcripcion del mismo.

Se proporcionan métodos para modular la resistencia de una célula bacteriana que comprende uno o0 mas genes o
proteinas cas y dos o mas repeticiones CRISPR, contra un acido nucleico objetivo o un producto de la transcripcion
del mismo en un bacteriéfago, que comprende las etapas de: (i) la identificacion de uno o mas pseudoespaciadores
CRISPR en un bacteriéfago que es capaz de proporcionar resistencia a un acido nucleico objetivo o producto de la
transcripcion del mismo; (i) la identificacion de uno o mas espaciadores CRISPR en una célula bacteriana, en la que
la resistencia debe ser modulada; vy (iii) la modificacion de la secuencia del espaciador o espaciadores de CRISPR
en la célula bacteriana en la que la resistencia debe ser modulada de tal manera que el espaciador o espaciadores
de CRISPR tengan un mayor grado de homologia a los pseudoespaciadores de CRISPR del bacteriéfago contra los
cuales la resistencia debe de ser modulada.

Se proporcionan métodos para la determinacion de la resistencia de una célula contra un acido nucleico objetivo o
un producto de la transcripcion del mismo, que comprende la identificacién de una o mas combinaciones funcionales
de repeticiones CRISPR-cas y uno o mas espaciadores CRISPR en la célula.

Se proporcionan células obtenidas u obtenibles mediante el método o los métodos proporcionados en el presente.
En algunas modalidades, la presente invencién proporciona espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR
obtenidos u obtenibles por el método o los métodos descritos en el presente.

Se proporcionan genes cas obtenidos u obtenibles por el método o los métodos descritos en el presente. Se
proporcionan repeticiones CRISPR obtenidas u obtenibles por el método o los métodos descritos en el presente. Se
proporcionan combinaciones funcionales obtenidas por el método o los métodos descritos en el presente. Se
proporciona una ubicacion recombinante de CRISPR que comprende al menos un espaciador de CRISPR o un
pseudoespaciador de CRISPR, y/o por lo menos un gen cas y/o por lo menos una repeticion CRISPR y/o una
combinacion funcional.

Se proporcionan métodos para el uso de células, por lo menos un espaciador de CRISPR o pseudoespaciador de
CRISPR, al menos un gen cas, por lo menos una repeticion de CRISPR, o una combinacién funcional del mismo,
para modular la resistencia de una célula contra un &cido nucleico objetivo o un producto de la transcripcion del
mismo.

Se proporcionan cultivos celulares que incluyen por lo menos una célula, al menos un espaciador de CRISPR o
pseudoespaciador de CRISPR, por lo menos un gen cas, por lo menos una repeticion de CRISPR o una
combinacién funcional para la modulacion de la resistencia de una célula contra un acido nucleico objetivo o un
producto de la transcripcion del mismo.

Se proporcionan productos alimenticios y/o aditivos que comprenden cultivos proporcionados en el presente. Se
proporcionan procedimientos para la preparacion de productos alimenticios y/o aditivos que incluyen cultivos
proporcionados en la presente. En aun modalidades adicionales, la presente invencién proporciona productos
alimenticios y/o alimentos obtenidos u obtenibles por los métodos proporcionados en la presente. En algunas
modalidades preferidas, la presente invencién proporciona métodos para el uso de los cultivos proporcionados en la
presente para la elaboracion de productos alimenticios y/o alimentos.

Ademas, la presente invencion proporciona las secuencias de nucleétidos que comprenden o que consisten en las
secuencias establecidas en cualquiera de SEQ ID NOS: 7-10 y SEQ ID NOS: 359-405, asi como variantes,
fragmentos, homadlogos y sus derivados. La presente invencion también proporciona los aminoacidos codificados por
las secuencias de nucledtidos establecidas en la presente. Se proporcionan constructos y/o vectores que
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comprenden una o mas de las secuencias de nucledtidos del presente. Se proporcionan células hospedadoras que
comprenden al menos uno de los constructos y/o secuencias de nucleétidos proporcionados en la presente.

En algunas modalidades, uno o mas genes cas o proteinas, se utilizan en combinaciéon con dos o mas repeticiones
CRISPR. En algunas otras modalidades, uno o mas genes o proteinas cas y/o las dos o mas repeticiones de
CRISPR se derivan de la misma célula. En algunas modalidades adicionales, uno o mas genes o proteinas cas, y las
dos o mas repeticiones de CRISPR se co-presentan naturalmente en la misma célula. Todavia en algunas
modalidades adicionales, uno o0 mas genes o proteinas cas, son utilizados en combinacién con uno o mas
espaciadores de CRISPR.

En algunas modalidades, el espaciador o los espaciadores de CRISPR se derivan de un organismo diferente a la
célula de la que uno o mas genes o proteinas cas y/o las dos o mas repeticiones CRISPR se derivan.

En algunas modalidades, el espaciador se obtiene a partir de una célula que es resistente a un &cido nucleico
objetivo. En algunas modalidades, el espaciador de CRISPR es una secuencia de &cido nucleico sintética. En
algunas otras modalidades, el espaciador o los espaciadores CRISPR tienen homologia con el acido nucleico
objetivo. En algunas modalidades, el espaciador o los espaciadores CRISPR tienen el 100% de identidad con el
acido nucleico objetivo o por lo menos la longitud del nucleo espaciador de CRISPR.

En algunas modalidades, uno 0 mas genes o proteinas cas se utilizan en combinaciéon con al menos uno o mas
espaciadores CRISPR y por lo menos dos o mas repeticiones CRISPR. El acido nucleico objetivo o el producto de la
transcripcion del mismo, se obtienen a partir de ADN de un bacteriéfago. En algunas modalidades alternativas, el
acido nucleico objetivo o el producto de la transcripcion del mismo se derivan de un gen de resistencia a
antibiético/antimicrobiano. En algunas otras modalidades, el 4cido nucleico objetivo o el producto de la transcripcion
del mismo se derivan de un acido nucleico que codifica al menos un factor de virulencia. En algunas modalidades
preferidas, el factor de virulencia incluye toxinas, internalinas, hemolisinas, y/u otros factores de virulencia.

En algunas modalidades de la presente invencién, uno o mas genes cas y las dos o mas repeticiones CRISPR se
derivan de la misma célula. En algunas modalidades alternativas, uno o mas genes cas y las dos o més repeticiones
de CRISPR se co-presentan naturalmente en la misma célula. AUn en mas modalidades, los espaciadores de
CRISPR se derivan de un organismo diferente a célula de la que uno o mas genes cas y/o las dos o mas
repeticiones CRISPR se derivan. En algunas modalidades, la célula es una célula receptora o una célula
hospedadora.

En algunas modalidades, uno 0 mas genes cas o las proteinas y las dos o mas repeticiones de CRISPR se co-
presentan naturalmente en la misma célula.

En algunas modalidades, la modificacién comprende la insercion de uno o mas espaciadores CRISPR y/o
pseudoespaciadores CRISPR en la célula. En algunas modalidades, la modificacién comprende producir por
ingenieria genética un espaciador de CRISPR de la célula. En algunas modalidades, el espaciador de la célula tiene
100% de homologia al espaciador CRISPR o pseudoespaciador CRISPR del organismo. En algunas modalidades, la
totalidad o parte del espaciador en la célula se modifica. En algunas modalidades, la modificacién comprende la
modificacién de un espaciador recombinante. En algunas modalidades, la modificacién se produce a través de
mutacion espontanea o mutagénesis. En algunas modalidades, por lo menos uno o mas espaciadores CRISPR en la
célula se eliminan. En algunas modalidades, por lo menos una o mas repeticiones CRISPR en la célula, se eliminan.
En algunas modalidades, uno o mas genes cas se eliminan. En algunas modalidades, CRISPR y/o uno o mas genes
cas se eliminan. En algunas modalidades, una o mas proteinas o genes cas y/o dos o mas repeticiones CRISPR en
la célula se eliminan. En algunas modalidades, las secuencias de nucleétidos del gen cas y la repeticiéon CRISPR se
derivan de la misma o de diferentes cepas. En algunas modalidades, las secuencias de nucleétidos del gen cas y la
repeticion CRISPR se derivan de la misma o de diferentes especies.

En algunas modalidades, las secuencias de nucleétidos del gen cas y la repeticion CRISPR se derivan del mismo o
de diferentes géneros. En algunas modalidades, las secuencias de nucleétidos del gen cas y la repeticion CRISPR
se derivan del mismo o de diferentes organismos.

En algunas modalidades de la presente invencion, el acido nucleico objetivo en el bacteriéfago, es una secuencia de
acido nucleico altamente conservada. En algunas modalidades, el acido nucleico objetivo en el bacteriéfago codifica
una proteina de la especificidad de la hospedadora. En algunas otras modalidades, el acido nucleico objetivo en el
bacteriéfago, codifica una proteina que es esencial para la supervivencia, la reproduccion o el crecimiento del
bacteriéfago. En algunas modalidades, el acido nucleico objetivo en el bacteriéfago codifica una helicasa, una
primasa, una cabeza o una cola de proteinas estructurales, una proteina con un dominio conservado (por ejemplo,
holina, lisina, etc) o por lo menos una secuencia conservada entre importantes genes de fagos.

El método para determinar la resistencia de una célula a un &cido nucleico objetivo o producto de la transcripcion del

mismo, puede comprender la etapa adicional de la comparaciéon de la secuencia de uno o mas espaciadores de
CRISPR en la célula, con la secuencia de acido nucleico objetivo. El método para determinar la resistencia de una
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célula a un acido nucleico objetivo o un producto de la transcripcion del mismo, puede comprender la etapa adicional
de la determinacion del perfil de resistencia de la célula.

El cultivo de la invencion es un cultivo de inicio. Se describe un cultivo probiético.

También se proporcionan “bacterias etiquetadas” que son resistentes a fagos (es decir, “mutantes insensibles a
bacteriéfagos”, “BIMS”). Se proporcionan bacterias que comprenden una o varias secuencias procedentes de al
menos un bacteriéfago del genoma, que son integradas en la ubicacion CRISPR de la bacteria. Esta secuencia
derivada del fago proporciona una etiqueta, que es identificable por su ubicaciéon y/o secuencia y/o secuencia
adyacente.

En algunas modalidades alternativas, la presente invencién proporciona la duplicacién de secuencias (por ejemplo,
duplicar repeticiones de CRISPR) que se originan a partir de una bacteria precursora y que también estan integradas
iterativamente, secuencialmente, simultaneamente o casi simultdneamente junto con la secuencia procedente del
genoma del bacteriéfago.

Ademas, la presente invencion utiliza métodos que facilitan la integracion de una o varias secuencias de
bacteriéfagos diferentes en la ubicacion CRISPR de la cepa bacteriana. La integraciéon de las secuencias diferentes
del bacteriéfago en la ubicacion CRISPR de la cepa bacteriana es un acontecimiento aleatorio. La integracion de las
diferentes secuencias del bacteridfago en la ubicacion CRISPR de la cepa bacteriana puede no ser un
acontecimiento aleatorio. Por lo tanto, no es siempre la misma ubicacion del genoma del bacteriéfago la que se
integra en la ubicacion CRISPR de la bacteria. Sin embargo, una vez que se integra y se mantiene se convierte por
lo tanto en una potente marca o etiqueta y/o seguimiento de la bacteria. En consecuencia, la secuencia o secuencias
procedentes del genoma del bacteriéfago, no solo son nuevas para la ubicacion CRISPR de la bacteria precursora,
sino que también son una etiqueta que es Unica para cada bacteria. En el presente se incluyen por tanto métodos de
etiquetado (por ejemplo, marcado) y/o la identificacion de bacterias.

En algunas modalidades, los métodos de la presente invenciéon son “naturales” y no resultan en la produccién de
organismos modificados genéticamente. Se proporcionan métodos para el etiquetado de bacterias que comprenden
las etapas de: (a) la exposicion de una bacteria precursora a un bacteriofago; (b) la seleccién de una mutante
insensible a bacteriéfagos; (c) la comparacion de una ubicacion CRISPR o una parte de la misma de una bacteria
precursora y el mutante insensible a bacteriéfagos; y (d) la seleccidon de una bacteria etiquetada que incluya un
fragmento de ADN adicional en la ubicacién CRISPR que no esta presente en la bacteria precursora.

También se proporcionan bacterias etiquetadas obtenidas mediante los métodos de la presente invencién. En
algunas modalidades, la presente invencidon proporciona cultivos celulares que comprenden al menos una cepa
bacteriana etiquetada. Aun en mas modalidades, la presente invencion proporciona alimentos y/o piensos que
comprenden bacterias etiquetadas, incluyendo pero no limitado a cultivos de células que comprenden dichas
bacterias etiquetadas. La presente invencion también proporciona métodos para la preparacion de alimentos y/o
piensos que comprenden al menos una cepa bacteriana etiquetada. En algunas modalidades, los métodos incluyen
la adicion de al menos una cepa bacteriana etiquetada o cultivos celulares al alimento y/o pienso.

La presente invencién también proporciona métodos para la generacion de variantes de CRISPR que comprenden
las etapas de: (a) la exposicién de una bacteria precursora a un bacteriéfago; (b) la seleccion de una bacteria
resistente a bacteriéfagos (es decir, una “mutante insensible a bacteriéfagos”); (c) comparar la ubicacion CRISPR o
una parte de la misma, de una bacteria precursora y una mutante insensible a bacterioéfagos; (d) la selecciéon de una
bacteria etiquetada que comprenda un fragmento adicional de ADN en la ubicacion CRISPR, que no esté presente
en la bacteria precursora; y (e) el aislamiento y/o la clonacién y/o la secuenciacion del fragmento de ADN adicional.
Se proporcionan variantes de CRISPR producidas utilizando los métodos establecidos en el presente. Las variantes
de CRISPR son cepas mutantes resistentes a fagos que tienen una ubicacion CRISPR modificada con un
espaciador adicional.

En algunas modalidades, la presente invencidn proporciona bacterias precursoras que son aptas para su uso como
iniciadoras de cultivos, cultivos probidticos y/o suplementos dietéticos. En algunas modalidades, la bacteria
precursora se selecciona de cualquier género adecuado, incluyendo pero no limitado a Escherichia, Shigella,
Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus, Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria, Bordetella, Helicobacter,
Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium,
Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella, Brucella, Bifidobacterium, Brevibacterium, Propionibacterium,
Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, y Oenococcus. En algunas modalidades, el bacteriéfago es
seleccionado de una familia de virus adecuada, incluyendo pero no limitado a Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae,
Leviviridae, Microviridae, Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae, y Tectiviridae. En algunas modalidades, la presente
invencion proporciona cultivos celulares que son seleccionados de cultivos de inicio, cultivos probioticos y/o
suplementos dietéticos. Se proporcionan métodos para la identificacién de bacterias etiquetadas, que comprenden la
etapa de la comparacion de al menos un fragmento adicional de ADN, con una secuencia de la base de datos de
bacteriéfagos y/o una secuencia de la base de datos bacteriana.
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La presente invencion también proporciona cepas de S. thermophilus que comprenden una secuencia que se haya
obtenido o pueda obtenerse de un bacteridéfago, en donde la secuencia comprenda un espaciador de CRISPR de la
cepa de Streptococcus thermophilus DGCC7778, referida aqui en lo sucesivo como SEQ ID NO: 680
(caacacattcaacagattaatgaagaatac; SEQ ID NO: 680).

En ain mas modalidades, la presente invencion puede proporcionar cepas de S. thermophiles que incluyen una
secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteriéfago, donde la secuencia comprende la SEQ ID
NO: 680 corriente abajo (por ejemplo, directamente corriente abajo) de la primera repeticion CRISPR en al menos
una ubicacion CRISPR.

En otras modalidades, la presente invencion puede proporcionar cepas de S. thermophiles que incluyen una
secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteriéfago, donde la secuencia incluye el espaciador de
CRISPR (5-3’) de la cepa Streptococcus thermophilus DGCC7778 (tccactcacgtacaaatagtgagtgtactc; SEQ ID NO:
681). Aun en modalidades adicionales, la presente invencién puede proporcionar cepas de S. thermophiles que
comprenden una secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteri6fago, donde la secuencia
comprende la SEQ ID NO: 681 corriente abajo (por ejemplo, directamente corriente abajo) de la primera repeticion
CRISPR en al menos una ubicacion CRISPR.

Todavia en modalidades adicionales, la presente invencidon puede proporcionar cepas de S. thermophiles que
comprenden una secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteriéfago, donde la secuencia incluye
la SEQ ID NO: 683:

Secuencia CRISPR1 (5°-3’) de la cepa de Streptococcus thermophilus DGCC7710-RH1

(Continuia en pagina siguiente)
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caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtcaacaattgcaacatcttataacccactt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtgtttgacagcaaatcaagattcgaattgt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaatgacgaggagctattggcacaacttaca
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcgatttgacaatctgctgaccactgttatce
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACacacttggcaggcttattactcaacagcga
CTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACctgtteccttgttecttttgttgtatcttttce
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACttcattcttecegtttttgtttgegaatect
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgCctggcgaggaaacgaacaaggcctcaaca
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcatagagtggaaaactagaaacagattcaa
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACataatgeccgttgaattacacggcaaggtca
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgagcgagctcgaaataatcttaattacaag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgttcgctagecgtcatgtggtaacgtattta
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACggcgtcccaatcctgattaatacttactcg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaacacagcaagacaagaggatgatgctatg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcgacacaagaacgtatgcaagagttcaag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACacaattcttcatccggtaactgectcaagtyg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaattaagggcatagaaagggagacaacatg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcgatatttaaaatcattttcataacttcat
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgcagtatcagcaagcaagectgttagttact
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACataaactatgaaattttataatttttaaga
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaataatttatggtatagcttaatatcattyg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtgcatcgagcacgttcgagtttaccgtttce
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtctatatcgaggtcaactaacaattatget
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaatcgttcaaattctgttttaggtacattt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaatcaatacgacaagagttaaaatggtctt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTARGTAACTGTACAACgcttagctgtccaatccacgaacgtggatyg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcaaccaacggtaacagctactttttacagt

GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACataactgaaggataggagcttgtaaagtct
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtaatgctacatctcaaaggatgateccaga
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaagtagttgatgacctctacaatggtttat
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACacctagaagcatttgagcgtatattgattg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaattttgeccccttectttgececttgactag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaccattagcaatcatttgtgcccattgagt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGTTtgattcaacataaaaagccagttcaattg
aacttggcttt (SEQ ID NO:683)

Aun en modalidades adicionales, la presente invencion puede proporcionar cepas de S. thermophiles que
comprenden una secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteriéfago, donde la secuencia incluye
la SEQ ID NO: 683 corriente abajo (por ejemplo, directamente corriente abajo) de la primera repeticion de CRISPR
en por lo menos una ubicacién CRISPR. Las cepas de S. thermophilus incluyen una secuencia que se haya obtenido
o pueda obtenerse de un bacteriéfago, donde la secuencia incluye la SEQ ID NO: 685 (es decir, 5-
TACGTTTGAAAAGAATATCAAATCAATGA-3).

Aun en modalidades adicionales, la presente invencién proporciona cepas de S. thermophiles que comprenden una
secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteriéfago, donde la secuencia incluye la SEQ ID NO:
685 corriente abajo (por ejemplo, directamente corriente abajo) de la primera repeticion CRISPR en al menos una
ubicacion CRISPR.

Se proporcionan métodos y composiciones que encuentran uso en el desarrollo y el uso de combinaciones de cepas
y rotaciones de cultivo de inicio. En algunas modalidades, se proporciona el uso de uno o mas CRISPR BIMS
simultdneamente en un cultivo de inicio (es decir, una combinacion de BIMS). En algunas otras modalidades, se
proporciona el uso de uno o mas CRISPR BIMS en un esquema de rotacion. En algunas otras modalidades, se
proporciona el uso de una o mas combinaciones CRISPR BIMS en un esquema de rotacion.

La presente invencion también proporciona métodos y composiciones para utilizar CRISPR-cas (es decir,

mutagénesis natural, en algunas modalidades preferidas) para construir al menos una variante resistente a fagos
CRISPR, de al menos un microorganismo objetivo, que luego es utilizada para generar fagos mutantes que eludan la
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resistencia a CRISPR-cas a través de la mutacion en el fago que corresponde a una secuencia seleccionada de las
secuencias espaciadoras, las secuencias pseudoespaciadoras, las secuencias proximales, las porciones de
reconocimiento, etc., para aumentar la virulencia de los fagos.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona composiciones y métodos adecuados para la produccién
de fagos que tengan una mayor virulencia, en comparacion con el fago precursor. En algunas modalidades, por lo
menos un espaciador de clonado se introduce en una ubicacién activa CRISPR-cas, para producir una variante de la
célula resistente a fagos para su uso en la generacion de fagos mutantes. En algunas modalidades preferidas, los
métodos comprenden la introduccidon de una secuencia que sirve como objetivo especifico de una secuencia del
genoma del fago (por ejemplo, una regidon que es altamente susceptible a un objetivo espaciador o una secuencia de
reconocimiento para la incorporacion de un hospedador espaciador). En algunas modalidades adicionales, la
presente invencion proporciona métodos y composiciones para la produccion por ingenieria directa de fagos, de
modo que la secuencia del genoma correspondiente al espaciador es mutada en consecuencia.

La presente invencion también proporciona métodos para dirigir la evolucion de un determinado fago, utilizando la
resistencia a fagos CRISPR adquirida de una cepa hospedadora correspondiente, para crear un agente de biocontrol
mas virulento y, por tanto, mas efectivo.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 proporciona un esquema que muestra que la integracion de un espaciador CRISPR en la ubicacion
CRISPR del S. thermophilus proporciona resistencia contra un bacteriéfago al cual el espaciador CRISPR muestra
identidad. EIl DGCC7710 precursor es sensible al fago, y el BIM DGCC7710RH1 es resistente al fago. El BIM
DGCC7710RH1 tiene un espaciador nuevo (Sn) en la ubicacién CRISPR, el cual muestra identidad al 100% para la
secuencia de fago. Como se muestra en la etapa (B), la cepa se estimula con el fago 858 y se selecciona un fago
mutante resistente. Como se muestra en la etapa (C), la ubicaciéon CRISPR | del mutante tiene un espaciador
adicional el cual comparte identidad al 100% con la region 31.921-31.950bp del fago.

La Figura 2 proporciona un esquema que muestra que la integracion de un espaciador CRISPR en la ubicacion
CRISPR de S. thermophilus proporciona resistencia contra un bacteriéfago para el cual el espaciador CRISPR
muestra identidad. EI DGCC7710 precursor es sensible al fago, y el BIM DGCC7710RH2 es resistente al fago. El
BIM DGCC7710RH2 tiene un espaciador nuevo (Sn) en la ubicacién CRISPR, el cual muestra identidad al 100%
para la secuencia de fago. Como se muestra en la etapa (B), la cepa se estimula con el fago 858 y un fago mutante
resistente se selecciona. Como se muestra en la etapa (C), el experimento se repitid independientemente y se
selecciond otro mutante. La ubicacion CRISPRI del mutante tiene un espaciador adicional (diferente de aquel en
RH1) el cual comparte identidad al 100% con la region 17.125-17.244bp del fago.

La Figura 3 proporciona una representacion grafica que ilustra la preparaciéon del constructo CAS1KO en el cual el
gen cas se fracciona por la recombinacién homéloga.

La Figura 4 proporciona una representacion grafica de la preparacion del constructo RT usando una enzima de
restriccion para generar el constructo RT del constructo S1S2. Existen sitios de restriccion Bgll dentro de las
repeticiones que permiten que la parte “media” del constructo sea cortada. Después de la digestién enzimatica, se
uso una ligasa para unir las dos piezas de los extremos, generando asi un nuevo constructo que tiene RT, pero no
espaciadores.

La Figura 5 proporciona una representacion grafica de la integracion del constructo RT.

La Figura 6 proporciona una representacion grafica que ilustra el constructo S1S2 producido por ingenieria usando
cebadores especificos y reacciones PCR iterativas. El primer panel ilustra todos los cebadores usados vy el inicio de
las dos primeras reacciones PCR (reaccion #1 con los cebadores P1y P2 y la reacciéon #2 con los cebadores P2 y
P3). El segundo panel muestra los productos PCR obtenidos de las dos primeras reacciones PCR, con el producto
de reaccion #1 en el lado izquierdo y el producto de reaccion #2 en el lado derecho. El tercer panel muestra la
tercera reaccion PCR, usando una combinacién de los productos de los dos primeros PCRs como la plantilla para la
tercera reaccion PCR, y el cebador P1 de la primera reaccion junto con el cebador P4 de la segunda reaccion. El
cuarto panel muestra el producto de PCR#3, el cual genera técnicamente el constructo S1S2.

La Figura 7 proporciona una representacion grafica de los detalles para el disefio del cebador para los cebadores 2 y
3, los cuales contienen secuencias claves para el experimento, derivadas de los espaciadores idénticos a las
secuencias de fago (los productos PCR derivados de estos cebadores PCR generaran los espaciadores que al final
proporcionaran resistencia a los fagos).

La Figura 8 proporciona una representacio grafica de la integracién del constructo S1S2.

La Figura 9 proporciona una representaciéon gréfica que muestra una vista general de la ubicaciéon CRISPR1 de S.
thermophilus, los espaciadores recientemente adquiridos en las mutantes resistentes al fago, y sensibilidad de fago
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correspondiente. La ubicacion CRISPR1 del DGCC7710 (WT) estd en la parte superior. La region
repeticion/espaciador del WT esta a la mitad: repeticiones (diamante negro), espaciadores (recuadros grises
enumerados), lider (recuadro blanco L) y repeticion terminal (diamante negro T). En el fondo, el contenido de
espaciador en el lado lider de la ubicacion en mutantes resistentes al fago se detalla en el lado izquierdo, con
espaciadores recientemente adquiridos (recuadros blancos, S1-S14). En el lado derecho, la sensibilidad de cada
cepa a los fagos 858 y 2972 se representa como un histograma de la eficiencia de plaqueo (EOP), la cual es la
relacion de cuentas de placa de una cepa mutante a aquella de tipo natural.

La Figura 10 proporciona el espamador CRISPR producido por ingenieria, inactivacion del gen cas y la sensibilidad
de fago correspondlente I, WTogss ™ o2 mutante; Il, WTogss™ ~2ACRISPR1 mutante donde CRISPR1 se ellmlno I,
WTogss'™ o2 :pR mutante donde CRISPR1 se coloco y reemplazé con una repeticion unica; 1V, WToze72+° ..pS182,
mutante de la cepa WT¢2972+ 4 donde el CRISPR1 se coloco ¥ reemplazé6 con una version que contenia S1y S2; V,
WTogss™ o2 :;pcas5- con el cas5 inactivado; VI, WTogss"> :pcas7- con el cas7 inactivado. El pORI indica el
plasmido integrado (12). La sensibilidad del fago de cada cepa a los fagos 858 y 2972 se representa en el fondo
como un histograma de la eficiencia de plaqueo (EOP).

La Figura 11 proporciona un esquema que muestra la construccion del constructo S1S2.
La Figura 12 proporciona un esquema que muestra la construccion del WTosss ™ S2ACRISPR1.

La Figura 13 proporciona una alineaciéon del espaciador CRISPR S1 con la region genomlca correspondiente del
fago 858 y los dos fagos mutantes que sortean la resistencia CRISPR de la cepa WTagss ™ 2

La Figura 14 proporciona una representacion esquematica de la construccion de un primer nivel de la variante
resistente al fago. Cada variante tiene un espaciador adicional sencillo dentro de su CRISPR. Los espaciadores
adicionales no se relacionan cada uno con los otros (por ejemplo, cada uno tiene una secuencia diferente). Todos
los espaciadores se originan del fago P.

La Figura 15 proporciona una representacion esquematica del segundo nivel de variantes resistentes al fago que
presentan un incremento en la resistencia a los fagos. Las variantes finales (A1.n y A2.n) son originadas de la cepa
A y tienen una integracion secuencial de los espaciadores adicionales dentro de su CRISPR, con todos los
espaciadores siendo diferentes unos de otros y originados del fago P.

La Figura 16 proporciona una representacion esquematica del segundo nivel de variantes resistentes al fago que
presentan resistencia ampliada a los fagos. La variante final (A1°") es originada de la cepa A y tiene una integracién
secuencial de espaciadores adicionales dentro de su CRISPR originado de 3 fagos diferentes (esto es, del fago P, Q

y R).

La Figura 17 proporciona una representacién esquematica de la ubicacion CRISPR1 (seccion A) y de la ubicacion
CRISPR3 (seccién B) de las cepas S. thermophilus descritas en los Ejemplos 7 hasta Ejemplo 16. Los nombres de
las cepas se dan en el lado izquierdo de la Figura. Las flechas negras representan las CRISPR repetidas, “R” se
establece para Repeticion y “RT” se etablece para Repeticion de Terminal. Las flechas grises numeradas desde 1
hasta 32 en la seccion A y desde 1 hasta 12 en la seccién B representan los espaciadores CRISPR1 y espaciadores
CRISPR3, respectivamente, como estan en DGCC7710. Las flechas blancas numeradas desde S4 hasta S35
representan los espaciadores CRISPR adicionales especificos para describir las cepas.

La Figura 18 proporciona un esquema que muestra una modalidad de la presente invencion, en la cual se indican
una secuencia de marcado y una repeticion CRISPR se integra en un extremo de la ubicacion CRISPR. En la
seccion A, la ubicacion y elementos CRISPR, incluyendo las repeticiones (R), espaciadores (S), el lider corriente
arriba y el remolque corriente abajo, con la repeticion de terminal (RT) adyacente al remolque, y se indican los genes
cas en la vecindad (los 4 genes cas nombrados casl hasta cas4 en la presente, no se muestran a escala). Los
genes cas pueden estar en cualquier extremo, o dividirse y presentarse en ambos extremos. Ademas, los genes cas
pueden localizarse en cualquiera de las dos hebras de ADN. La seccién B muestra la secuencia del fago, con un
fragmento de la secuencia (Sn) siendo usado como un espaciador adicional (esto es, secuencia de marcado). La
figura 18C muestra la insercion de un nuevo espaciador (Sn) (esto es, secuencia de marcado) en un extremo de la
ubicacion CRISPR (cerca del lider en este ejemplo en el extremo & de la ubicacion CRISPR), entre las dos
repeticiones. La figura 18D proporciona una comparacion de la ubicacion CRISPR contenida entre el precursor y la
bacteria mutante (esto es, bacteria etiquetada), con un espaciador nuevo (Sn) (esto es, secuencia de marcado)
integrada en un extremo de la ubicaciéon CRISPR (cerca al lider en este ejemplo), entre las repeticiones. El
espaciador nuevo (Sn) constituye la secuencia de marcado la cual es especifica para la bacteria mutante (esto es,
bacteria etiquetada). En algunas modalidades, el uso de este método resulta en la adicion de uno o mas
espaciadores de la secuencia fago.

La Figura 19 proporciona un esquema que muestra una modalidad de la presente invencion, en la cual dos

secuencias de marcado y dos repeticiones CRISPR se integran en un extremo de la ubicacion CRISPR. En la
seccion A, se indican la ubicacion CRISPR (A) y los elementos, incluyendo las repeticiones (R), espaciadores (S), el
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lider corriente arriba y el remolque corriente abajo, con la terminal repetida (RT) adyacente al remolque, y los genes
cas en la vecindad (4 genes cas nombrados como casl hasta cas4 en la presente, no se muestran a escala). Los
genes cas pueden estar en cualquier extremo o dividirse y presentarse en ambos extremos. Los genes cas pueden
localizarse en cualquiera de las dos hebras de ADN. La seccion B muestra la secuencia fago en negro, con dos
fragmentos de la secuencia (Sn y Sn’) siendo usados como espaciadores adicionales (esto es, secuencias de
marcado). La seccion C muestra la insercién de los nuevos espaciadores (esto es, secuencias de marcado) (Sn y
Sn’) en el mismo extremo de la ubicacion CRISPR (cercano al lider en este ejemplo en la terminal 5’), cada uno de
los cuales esta entre dos repeticiones. La seccion B proporciona una comparacion de la ubicacion CRISPR
contenida entre el precursor y la bacteria mutante (esto es, bacteria etiquetada), con dos espaciadores nuevos (Sn y
Sn’) integrados en el mismo extremo de la ubicacion CRISPR (cercano al lider en este ejemplo en la terminal 5°), con
cada uno localizado entre las repeticiones. Los espaciadores nuevos Sn y Sn’ constituyen la secuencia de marcado
la cual es especifica del mutante. En algunas modalidades, este método resulta en la adiciéon de uno o mas
espaciadores de la secuencia fago.

La Figura 20 proporciona una grafica que muestra la evolucion del conteo de fago en leche que contiene 10’ pfu/ml
de D2972 durante la fermentacién con DGCC7710 (diamantes negros) o con DGCC9836 (cuadros abiertos). La
leche fue leche en polvo al 10% (p/v) en agua. La temperatura de incubacion fue 42°C.

La Flgura 21 proporciona una grafica que muestra la evolucién del conteo de fago acumulado en WThize72 +S20
WTpnizor2 22" en leche que contiene 10’ pfu/ml de D2972 durante la fermentacién inoculada con WTphizer2"
(punteado) o con WTphize72 *S21 (gris claro) o con ambos WTph.2972 Oy WT phize72 *S21 (gris oscuro). La leche fue leche
en polvo al 10% (p/v) en agua. La temperatura de incubacion fue 42°C.

La Figura 22 proporciona un Logo Web para la porcion CRISPR1 NNAGAAW (SEQ ID NO:696).

La Figura 23 proporciona una alineacion de los protoespaciadores CRISPR3 seleccionados y las regiones de
flanqueo y el Iogo Web para la porcion CRISPR3 NGGNG (SEQ ID NO: 723) En esta flgura se proporcionan S42
DGCC7710ph.2972 0 nizga1 OT 942 (SEQ ID NO:724), S41 DGCC7710pni2072"> pizsat” (SEQ ID NO:699) S41
DGCC7710pngsp S SZIACRISPRI 4843 SE Q) ID NO:700), y S78 LMD-Opn241S7® (SEQ ID NO: 701)

Descripcion Detallada de la Invencién

La presente invenciéon proporciona métodos y composiciones que encuentran uso en el desarrollo y el uso de
combinaciones de cepas y rotaciones de cultivo de inicio.

La streptococcus thermophilus es una especie de bacteria Gram positiva G+C baja que es una especie clave
explotada en la formulaciéon de sistemas de cultivos lacteos para la produccién de yogur y queso. Los analisis
gendmicos comparativos de las cepas S. thermophilus cercanamente relacionadas revelan previamente que
principalmente el polimorfismo genético se presenta en las ubicaciones hipervariables, tales como los operones eps
y rps, asi como dos repeticiones palindromicas cortas interespaciadas regularmente agrupadas en las ubicaciones
(CRISPR) (Ver, por ejemplo, Jansen et al., Mol. Microbiol., 43: 1565 [2002]; Bolotin et al., Microbiol., 151:2551
[2005]; y Bolotin et al., Nat. Biotechnol., 22: 1554 [2004]). Como se describe en la presente en mayor detalle, las
ubicaciones CRISPR consisten tipicamente de diversas repeticiones directas no contiguas separadas por
extensiones de las secuencias variables llamadas espaciadores, y son muchas veces adyacentes a los genes cas
(CRISPR asociados). Aunque la funcién de las ubicaciones CRISPR no se ha establecido biolégicamente, en los
analisis in silico de los espaciadores se revela la homologia de secuencia con los elementos externos, incluyendo el
bacteriéfago y secuencias de plasmido (ver por ejemplo, Bolotin et al., Microbiol., supra; Mojica et al., supra; y
Pourcel et al., supra). Con base exclusivamente en analisis in silico, diversas hipotesis se han presentado por
adelantado que proponen el papel del CRISPR y los genes cas, que incluyen proporcionar inmunidad contra los
elementos genéticos externos por medio de un mecanismo basado en la interferencia del ARN (ver, Makarova et al.,
Biol. Direct., 1:7 [2006]). Sin embargo, no se intenta que la presente invencion se limite a ningln mecanismo
particular y/o medios de accién.

Las estrategias actuales usadas en la industria para minimizar la infeccién del bacteriéfago y la falla resultante de los
cultivos de la bacteria, incluyen el uso de: (i) cultivos de inicio mezclados; y (ii) el uso de cepas alternas que tienen
diferentes perfiles de susceptibilidad al fago (esto es, rotacion de cepa). Tradicionalmente, los cultivos de inicio
usados en la industria lactea son mezclas de cepas de bacterias de acido lactico. La composicion compleja de los
cultivos de inicio mezclados asegura que se proporciona un cierto nivel de resistencia al ataque del fago. Sin
embargo, los sub-cultivos repetidos de los cultivos de cepas mezclados llevan a cambios imprevisibles en la
distribucién de las cepas individuales y eventualmente a dominios de cepas no deseadas. Esto a su vez puede llevar
a incrementar la susceptibilidad al ataque del fago y riesgo de fallas en la fermentacion.

La rotacion de las cepas bacterianas seleccionadas las cuales son sensibles a diferentes fagos es otro enfoque
actualmente usado para limitar el desarrollo del fago. Sin embargo, es dificil e incomodo identificar y seleccionar un
numero suficiente de las cepas que tienen diferentes tipos de perfiles para proporcionar un programa de rotacion
eficiente y confiable. Ademas, el uso continto de la cepas requiere el monitoreo cuidadoso para los nuevos fagos
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infecciosos y la necesidad de substituir rapidamente una cepa infectada con una cepa bacteriana resistente. En las
plantas de fabricacion donde se preparan grandes cantidades de cultivos de inicio en volumen antes de usarse,
usualmente no es posible tal respuesta rapida. Asi, diversos intentos se han hecho para mejorar la resistencia de los
cultivos para uso en la industria.

Ademas, aunque seria util tener cultivos de inicio que estén etiquetados de tal manera que su origen pudiera
determinarse, esto no se ha hecho. Efectivamente, aunque es posible insertar un oligonucleétido sintético en una
cepa para etiquetarla o marcarla, usando tecnologias de ADN recombinante, la cepa etiquetada podria considerarse
que es un organismo genéticamente modificado y por lo tanto se enfrentan a cuestiones reglamentarias en
aplicaciones comerciales. Asi, existe una necesidad en el arte para los métodos naturales y composiciones
adecuadas para introducir una secuencia Unica en la bacteria que pudiera usarse para identificar y/o rastrear la
bacteria.

Los bacteriéfagos posiblemente son la entidad biolégica mas abundante en el planeta (Ver, Breitbart y Rohwer,
Trends Microbiol., 13:278 [2005]). Su distribucién y abundancia ubicua tienen un impacto importante en la ecologia
microbiana y la evolucion de los genomas bacterianos (ver, Chibani-Chennoufi et al, J. Bacteriol., 186:3677 [2004]).
En consecuencia, la bacteria ha desarrollado una variedad de mecanismos de defensa naturales que dirigen
diversas etapas objetivo del ciclo de vida fago, absorcion del bloqueo notablemente, prevencion de la inyeccion de
ADN, restriccion de la entrada de ADN vy sistemas de infeccidn abortivos. Estas barreras antiviricas pueden también
producirse por ingenieria y manipularse para mejorar el control de las poblaciones fago (ver por ejemplo, Chibani-
Chennoufi et al., supra; y Sturino y Klaenhammer, Nat. Rev. Microbiol., 4:395 [2006]).

Numerosas bacterias se han seleccionado por los humanos y usado ampliamente para la fermentacion y procesos
de biotecnologia. Desafortunadamente, las bacterias domesticadas usadas en las aplicaciones industriales son
frecuentemente susceptibles al ataque de fago, incluyendo aquellos generos y especies ampliamente usados como
cultivos lacteos (ver, Brussow, Ann. Rev. Microbiol., 55:283 [2001]). En consecuencia, la industria ha ideado diversas
estrategias para combatir al fago basadas en la diversidad en la cepa, mutantes insensibles al bacteriéfago, y
plasmidos que portan mecanismos de resistencia al fago.

Definiciones

A menos de que se defina de otra manera en la presente, todos los térmicos técnicos y cientificos usados en la
presente tienen el mismo significado como se entiende cominmente por alguien de habilidad ordinaria en el arte
para la cual esta invencién concierne. Aunque ninguno de los métodos y materiales similares o equivalentes a
aquellos descritos en la presente encuentran uso en la practica de lo que se describe en la presente, se describen
en la presente métodos y materiales ilustrativos. Como se usa en la presente, los términos singulares “un”, “una,” y
“el” “la” incluyen la referencia plural a menos de que el contexto indique claramente lo contrario. A menos de que se
indique de otra manera, los acidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en la orientacion 5’ hasta 3’; las
secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en la orientacion de amino a carboxi,
respectivamente. Se entiende que esta invencion no se limita a la metodologia, protocolos y reactivos particulares

descritos, ya que estos pueden variar, dependiendo del contexto en que se usan por aquellos de habilidad en el arte.

Se intenta que cada limitacidon numérica maxima dada a través de esta especificacion incluya cada limitacidon
numérica inferior, como si tales limitaciones numéricas inferiores se expresaron por escrito en la presente. Cada
limitacion numérica minima dada a través de esta especificacién incluira cada limitacion numérica mas alta, como si
tales limitaciones numéricas mas altas se escribieron expresamente en la presente. Cada intervalo numérico dado a
través de esta especificacion incluye cada intervalo numérico mas estrecho que cae dentro de tal intervalo numérico
mas amplio, como si tales intervalos numéricos mas estrechos fueron todos escritos expresamente en la presente.

Como se usa en la presente, el término “que se presenta naturalmente” se refiere a elementos y/o procesos que se
presentan en la naturaleza.

” o« ” o«

Como se usa en la presente, los términos “constructo,” “conjugado,” “casete,” e “hibrido,” incluyen una secuencia de
nucleétido directa o indirectamente enlazada a otra secuencia (por ejemplo, una secuencia reguladora, tal como un
promotor). En algunas modalidades, la presente invencidn proporciona constructos que comprenden una secuencia
de nucledtido ligada operablemente a tal secuencia reguladora. El término “ligado operablemente” se refiere a una
yuxtaposicién en donde los componentes descritos estan en una relacidon que les permite funcionar en su manera
pretendida. Una secuencia reguladora “ligada operablemente” a una secuencia codificadora se liga de tal manera
que la expresion de la secuencia codificadora se realiza bajo condicion compatible con las secuencias de control.
Como se usa en la presente, el término “secuencias reguladoras” incluyen promotores y aumentadores y otras
sefiales de regulacion de expresion. Como se usa en la presente, el término “promotor” se usa en el sentido normal
del arte, por ejemplo, un sitio de enlace de la polimerasa de ARN. En algunas modalidades, los constructos
comprenden o expresan un marcador, el cual permite la seleccion del constructo de la secuencia de nucleétido en,
por ejemplo, una bacteria. Existen diversos marcadores que pueden usarse, por ejemplo, aquellos marcadores que
proporcionan resistencia antibiética/antimicrobiana.
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En algunas modalidades, el constructo comprende un vector (por ejemplo, un plasmido). En algunas modalidades
adicionales, la presente invencién proporciona vectores que comprenden uno o mas de los constructos o secuencias
descritos en la presente. Como se usa en la presente, el término “vector” incluye los vectores de expresion, vectores
de transformacion, y vectores de transferencia. El término “vector de transformacion” se refiere a un constructo
capaz de transferirse de una entidad a otra entidad, la cual puede ser de la misma especie o puede ser de especies
diferentes. Los constructos que son capaces de transferirse de una especie a otra se refieren algunas veces a
“vectores de transferencia”. En algunas modalidades, los vectores se transforman en una célula hospedadora
adecuada como se describe en la presente. En algunas modalidades, los vectores son vectores de plasmido o fago
proporcionados con un origen de replicacion, opcionalmente un promotor para la expresion del polinucleétido, y
opcionalmente un regulador del promotor. En algunas modalidades, los vectores que contienen una o mas
secuencias de nucledtidos marcadas seleccionadas. Los sistemas de seleccion mas adecuados para los
microorganismos industriales son aquellos formados por el grupo de marcadores de seleccién los cuales no
requieren una mutacion en el organismo hospedador. En algunas modalidades, los vectores se usan in vitro (por
ejemplo, para la produccion del ARN o usado para transfecta o transformar una célula hospedadora). En algunas
modalidades, los polinucledtidos se incorporan en un vector recombinante (tipicamente un vector replicable), tal
como un vector de clonacién o expresién. El vector encuentra uso en la replicacion del acido nucleico en una célula
hospedadora compatible.

La introduccion de un acido nucleico (por ejemplo, un fago, constructo o vector) en una célula puede efectuarse por
diversos métodos. Por ejemplo, en algunas modalidades, la transduccion, transformacion, transfeccion de fosfato de
calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccién mediada por lipidos catidnicos, electroporacion,
transducciéon o infeccién pueden encontrar uso. Efectivamente, cualquier método adecuado conocido en el arte
encuentra uso en la presente invencion. En algunas modalidades, las células que contienen acido nucleico exogéno
(introducidas por medio de fago, constructo, o un vector) se seleccionan para usar cualquier método adecuado
conocido en el arte.

Las ensefanzas sobre la transformacién de las células estan bien documentadas en el arte, por ejemplo, ver
Sambrook et al (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicién, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press) y
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1995), John Wiley & Sons, Inc.

En el contexto de introducir un acido nucleico en una célula, en algunas modalidades, se prefiere que el término
“introducir” signifique uno o mas de entre transformar, transfectar, conjugar o transducir. En algunas modalidades
particularmente preferidas, las cepas bacterianas (por ejemplo, cepas bacterianas precursoras, cepas bacterianas
variantes, etc.) se “exponen” a al menos un fago, de tal manera que el acido nucleico del fago se introduce en las
células de la cepa bacteriana.

Como se usa en la presente, los términos “secuencia de acido nucleico,” “secuencia de nucleétido,” y “acido
nucleico,” se refieren a cualquier secuencia de acido nucleico, que incluye ADN, ARN, gendmico, sintético,
recombinante (por ejemplo, cADN). Se pretende que los términos abarquen las secuencias de hebra doble y/o hebra
sencilla, ya sea que representen la hebra sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. Las secuencias de
acidos nucleicos recombinantes se preparan por el uso de cualquier técnica de ADN recombinante adecuada. En
algunas modalidades, como se describe en la presente, las secuencias de acido nucleico proporcionandas incluyen
secuencias de gen que codifican CRISPR, Cas, y otras secuencias. Efectivamente, como se usa en el contexto, la
presente invencion abarca secuencias de acidos nucleicos que codifican diversas secuencias CRISPR, que incluyen
pero no se limitan a espaciadores, pseudoespaciadores, lideres, etc., asi como secuencias cas, y otras secuencias
de acidos nucleicos bacterianas y de fago (“bacteriéfago”).

Los términos “molécula de acido nucleico codificada”, “secuencia de acido nucleico codificada”, “Secuencia de ADN
codificada”, y “ADN codificado”, se refieren al orden o secuencia de desoxirribonucledtidos a lo largo de una hebra
de acido desoxirribonucleico. El orden de estos desoxirribonucledtidos determina el orden de los aminoacidos a lo
largo de la cadena del polipéptido (proteina). La secuencia de ADN codifica de esta manera la secuencia de
aminoacido.

Como se usa en la presente en el contexto de introducir una secuencia de acido nucleico en una célula, el término
“introducido” se refiere a cualquier método adecuado para transferir la secuencia de acido nucleico en la célula.
Tales métodos para la introduccion incluyen pero no se limitan a fusion de protoplastos, transfeccion, transformacion,
conjugacion, y transduccién. En algunas modalidades particularmente preferidas, el acido nucleico se introduce en
las células receptoras durante la infeccion de las células por el o los bacteriéfagos.

En algunas modalidades, las secuencias de acidos nucleicos y los acidos nucleicos proporcionados en la presente
se aislan o purifican substancialmente. Por “aislado” o “purificado substancialmente” se pretende que las moléculas
de acido nucleico, o fragmentos biolégicamente activos o variantes, homoélogos, o derivados de los mismos estén
substancialmente o esencialmente libres de componentes normalmente encontrados en asociacion con el acido
nucleico en su estado natural. Tales componentes incluyen, pero no se limitan a otro material celular, medios de
cultivo, materiales de produccién recombinante, y diversos productos quimicos usados en sintetizar quimicamente
los acidos nucleicos.
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En algunas modalidades, una secuencia de acido nucleico o acido nucleico “aislado” esta tipicamente libre de
secuencias de acidos nucleicos que flanquean el acido nucleico de interés en el ADN gendémico del organismo a
partir del cual el acido nucleico se derivé (por ejemplo, secuencias codificadoras presentes en los extremos 5’ o 3).
Sin embargo, la molécula puede incluir algunas bases o restos adicionales que no afectan perjudicialmente las
caracteristicas basicas de la composicion.

Como se usa en la presente, el término “modificacion” se refiere a cambios hechos dentro del acido nucleico y/o
secuencias de aminoacidos. En algunas modalidades, las modificaciones se logran usando métodos producidos por
ingenieria genética (por ejemplo, recombinante), mientras en otras modalidades, las modificaciones se hacen
usando mecanismos genéticos que se presentan naturalmente. Se entiende que la totalidad o parte de una
secuencia se modificara usando los métodos de la presente invencidon. En algunas modalidades preferidas, los
acidos nucleicos modificados incluyen uno o mas espaciadores CRISPR producidos recombinantemente o que se
presentan naturalmente, genes o proteinas cas, repeticiones CRISPR, ubicaciones CRISPR, asi como acido
nucleicos de bacteriéfagos. Cualquier método adecuado conocido en el arte encuentra uso en la presente invencion,
incluyendo pero no limitando al uso del PCR, clonacion, mutagénesis dirigida al sitio, etc. Efectivamente, los kits
comercialmente disponibles encuentran uso en la presente invencién. En algunas modalidades, los oligonucledtidos
sintéticos se usan. En algunas modalidades, los métodos tales como recombinacion homéloga encuentran uso (por
ejemplo, para la insercidon o eliminacion de los espaciadores CRISPR). En algunas modalidades, la produccion por
ingenieria genética incluye la activacién de una o mas secuencias de acidos nucleicos (por ejemplo, ubicaciones
CRISPR, repeticiones CRISPR, espaciadores CRISPR, genes o proteinas cas, combinaciones funcionales de los
genes o proteinas cas y repeticiones CRISPR, o combinaciones de los mismos).

En algunas modalidades, uno o mas espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR se insertan en al menos
una ubicacion CRISPR. En algunas modalidades adicionales, la modificacion no interrumpe uno o mas genes cas de
al menos una ubicacién CRISPR. En otras modalidades, uno o mas genes cas permanecen intactos. En algunas
modalidades adicionales, la modificacion no interrumpe una o mas repeticiones CRISPR de al menos una ubicacion
CRISPR. En algunas modalidades, una o mas repeticiones CRISPR permanecen intactas. En algunas modalidades
adicionales, uno o mas espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR se insertan en o dentro de al menos
una ubicacion CRISPR. En algunas modalidades adicionales, uno o mas espaciadores CRISPR o
pseudoespaciadores CRISPR se insertan en la terminal 5’ de al menos una ubicaciéon CRISPR.

En algunas modalidades, la modificacion comprende insertar al menos un espaciador CRISPR o
pseudoespaciadores CRISPR en una célula (por ejemplo, una célula receptora). En algunas otras modalidades, la
modificacién comprende insertar uno o mas espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR en (por ejemplo,
para modificar o reemplazar) uno o mas espaciadores CRISPR de una célula receptora. En algunas modalidades,
los espaciadores CRISPR de la célula son los mismos, mientras en otras modalidades, son diferentes. En algunas
modalidades, la modificacién comprende insertar al menos un espaciador CRISPR o pseudoespaciador CRISPR de
un organismo donador en una célula receptora. En algunas modalidades adicionales, la modificacién comprende
insertar uno o mas espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de un organismo donador en una célula
receptora bajo condiciones adecuadas para modificar o reemplazar uno o mas espaciadores CRISPR o
pseudoespaciadores CRISPR de la célula receptora. En algunas modalidades, uno o mas espaciadores CRISPR o
pseudoespaciadores CRISPR de un organismo donador se insertan en uno o mas, preferiblemente, dos o mas
repeticiones CRISPR de la célula. En algunas modalidades preferidas, al menos una combinaciéon cas repetida
CRISPR funcional permanece intacta en la célula.

En algunas modalidades adicionales, la insercién se presenta adyacente a uno o mas (preferiblemente dos o mas)
espaciadores o pseudoespaciadores CRISPR. Como se usa en la presente, el término “adyacente” significa “préximo
a” en su sentido mas amplio e incluye “directamente adyacente.” Asi, en algunas modalidades, uno o mas
espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de un organismo se insertan “directamente adyacente” a uno
0 mas espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de la célula receptora, (esto es, el o los espaciadores
CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR se insertan de manera que no hay intervenciéon de nucledtidos entre los
espaciadores).

En algunas modalidades adicionales, el o los espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR se insertan de
manera que existen al menos alrededor de 2, alrededor de 3, alrededor de 4, alrededor de 5, alrededor de 6,
alrededor de 7, alrededor de 8, alrededor de 9, alrededor de 10, alrededor de 15, alrededor de 20, alrededor de 25,
alrededor de 30, alrededor de 35, alrededor de 40, alrededor de 45, alrededor de 50, alrededor de 55, alrededor de
60, alrededor de 65, alrededor de 70, alrededor de 75, alrededor de 80, alrededor de 85, alrededor de 90, alrededor
de 95, alrededor de 100, alrededor de 200, alrededor de 300, alrededor de 400, alrededor de 500, alrededor de 600,
alrededor de 700, alrededor de 800, alrededor de 900, alrededor de 1000, alrededor de 10.000, 1 alrededor de
00.000, o alrededor de 1.000.000 o mas nucleétidos que intervienen entre los espaciadores.

En algunas modalidades adicionales, el nucleétido que interviene hace referencia a una “secuencia lider”. Estos

términos se usan intercambiablemente en la presente. La secuencia lider puede ser de una longitud diferente en
bacterias diferentes. En algunas modalidades, la secuencia lider es de al menos alrededor de 20, alrededor de 25,
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alrededor de 30, alrededor de 35, alrededor de 40, alrededor de 45, alrededor de 50, alrededor de 55, alrededor de
60, alrededor de 65, alrededor de 70, alrededor de 75, alrededor de 80, alrededor de 85, alrededor de 90, alrededor
de 95, alrededor de 100, alrededor de 200, alrededor de 300, alrededor de 400, o alrededor de 500 o mas
nucleétidos en longitud. En algunas modalidades preferidas, la secuencia lider esta entre el ultimo gen cas (en el
extremo 3’) y la primera repeticion CRISPR (en el extremo 5’) de la ubicacion CRISPR. En algunas modalidades, la
secuencia lider esta entre alrededor de 20-500 nucleétidos en longitud.

En algunas modalidades, uno o mas de los espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de un organismo
donador se insertan adyacentes a uno o mas genes cas de una célula receptora, en donde los genes cas son los
mismos o diferentes. En algunas modalidades adicionales, uno o mas espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores
CRISPR de un organismo donador se insertan adyacentes al mismo o diferentes espaciadores de la célula
receptora.

En otra modalidad, uno o mas espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR tales como uno o mas
espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de un organismo donador, cada uno se inserta adyacente a
las mismas o diferentes repeticiones CRISPR de la célula. En otra modalidad, uno o mas espaciadores CRISPR o
pseudoespaciadores CRISPR, tales como uno o mas espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de un
organismo donador, son cada uno insertados adyacentes a los mismos o diferentes genes cas de la célula
receptora.

En algunas modalidades adicionales, la secuencia de uno o mas espaciadores CRISPR de un organismo donador se
proporcionan bajo condiciones en las que la célula receptora se modifica de tal manera que el espaciador CRISPR
tiene homologia al espaciador CRISPR o pseudoespaciador CRISPR del organismo donador. En algunas
modalidades, el espaciador CRISPR tiene homologia al 100% al espaciador CRISPR del organismo donador.

En algunas modalidades, el o los espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR comprenden un ADN o
ARN de origen gendmico, sintético o recombinante. En algunas modalidades, el o los espaciadores CRISPR o
pseudoespaciadores CRISPR son de hebra doble, mientras en otras modalidades, son de hebra sencilla, si
representan la hebra sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. Se contempla que el o los espaciadores
CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR se preparen por el uso de las técnicas de ADN recombinantes (por
ejemplo, ADN recombinante), como se describe en la presente.

En algunas modalidades, la modificacion comprende insertar uno o mas espaciadores CRISPR o
pseudoespaciadores CRISPR de un organismo donador que son substancialmente resistentes a un acido nucleico
objetivo o un producto de transcripcion del mismo en una o mas ubicaciones CRISPR de una célula
substancialmente sensible. En algunas modalidades, la insercion se presenta en o entre una combinacién funcional
de al menos dos repeticiones de CRISPR y al menos un gen cas en una célula substancialmente sensible. En
algunas modalidades, la modificacion comprende modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula receptora (por
ejemplo, ADN plasmido o ADN gendmico), de tal manera que uno o mas genes cas se crean en el ADN de la célula.
En algunas modalidades, los genes cas se clonan en un constructo, un plasmido o un vector, etc., el cual luego se
transforma en la célula, usando cualquier método adecuado.

En algunas modalidades, la modificacion comprende modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula receptora
(por ejemplo, tal como ADN plasmido o ADN gendmico), de tal manera que uno o mas, preferiblemente, dos o mas
repeticiones de CRISPR se crean en el ADN de la célula. En algunas modalidades, las repeticiones de CRISPR se
clonan en un constructo, un plasmido o un vector, etc., el cual luego se transforma en la célula, usando cualquier
método adecuado.

En algunas modalidades adicionales, la modificaciéon comprende modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula
receptora (por ejemplo, ADN plasmido o ADN gendmico), de tal manera que una o mas combinaciones funcionales
repetidas del cas-CRISPR se crean en el ADN de la célula. En algunas modalidades, las combinaciones funcionales
repetidas del cas-CRISPR pueden clonarse en un constructo, un plasmido o un vector, el cual luego se transforma
en la célula, usando cualquier método adecuado.

En algunas modalidades, la modificacion comprende modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula receptora
(por ejemplo, ADN plasmido o ADN gendmico), de tal manera que uno o més espaciadores CRISPR se crean en el
ADN de la célula. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR pueden clonarse en un constructo, un
plasmido o un vector, el cual luego se transforma en la célula, usando cualquier método adecuado. En algunas
modalidades preferidas, un espaciador CRISPR se flanquea por dos repeticiones de CRISPR (esto es, un
espaciador CRISPR que tiene al menos una repeticion CRISPR en cada lado).

En algunas modalidades, la modificacion comprende insertar uno o mas espaciadores CRISPR (por ejemplo,
espaciadores CRISPR heterdlogos) en la vecindad de (por ejemplo, adyacente a/directamente adyacente a) uno o
mas genes cas Y/o la secuencia lider. Asi, en algunas modalidades, la organizacion de la ubicacion del CRISPR que
se presenta naturalmente se mantiene siguiendo la inserciéon de uno o mas espaciadores CRISPR.
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Como se usa en la presente, el término “acido nucleico objetivo” se refiere a cualquier secuencia de acido nucleico o
producto de transcripcion del mismo, contra cuya resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) se
modula. En algunas modalidades, la resistencia se dirige contra la secuencia de acido nucleico objetivo per se.
Ventajosamente, esto confiere resistencia a una célula contra un organismo donador a partir del cual el o los acidos
nucleicos objetivos se derivan. Asi, en algunas modalidades, la inserciéon de un pseudo-espaciador CRISPR
derivado de un bacteriéfago o un o unos espaciadores CRISPR los cuales son complementarios u homdlogos a uno
0 mas pseudoespaciadores CRISPR en una célula receptora que confiere resistencia al bacteriéfago. Asi, en
algunas modalidades preferidas, la insercion entre dos repeticiones de CRISPR de un pseudo-espaciador CRISPR
derivado de un bacteriéfago o un o unos espaciadores CRISPR son complementarios u homdlogos a uno o mas
pseudoespaciadores CRISPR en una célula receptora que confiere resistencia al bacteriéfago. En un aspecto
adicional, se proporciona un método para modular la resistencia de una célula receptora contra un acido nucleico
objetivo o un producto de transcripcion del mismo.

La presente invencién también proporciona métodos para determinar el perfil de resistencia de una célula contra un
acido nucleico objetivo. Como se usa en la presente, el término “perfil de resistencia” significa una o mas entidades
contra las cuales la célula es sensible o resistente. En consecuencia, en algunas modalidades, el perfil de resistencia
de una célula refleja que la célula es 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 al antibiético, etc.

En algunas modalidades, uno o mas genes o proteinas cas, una o mas repeticiones de CRISPR, uno o mas genes
cas, una o mas combinaciones funcionales repetidas del cas-CRISPR, uno o mas espaciadores CRISPR, y/o uno o
mas espaciadores CRISPR etc., dentro de una célula se detectan y/o se procesan por secuenciado con el fin de
predecir/determinar el perfil de resistencia probable de una célula particular. En algunas otras modalidades, uno o
mas espaciadores CRISPR dentro de una célula se detectan o se procesan por secuenciado con el fin de
predecir/determinar el perfil de resistencia probable de una célula particular. Los métodos de deteccidon adecuados
incluyen, pero no se limitan a PCR, hibridizacion de ADN-ADN, hibridizacion de ADN-ARN, microconfiguraciones de
ADN, etc. Efectivamente, se pretende que cualquier método adecuado encuentre uso en la presente invencién. En
las modalidades adicionales, el perfil de resistencia probable de una célula bacteriana particular a uno o mas
bacteriéfagos se usa como un predictor de lisotipo para seleccion microbiana. En algunas modalidades adicionales,
uno o mas genes cas y/o una o mas repeticiones CRISPR se procesan en secuencia ademas de uno o mas
espaciadores CRISPR, con objeto de verificar la compatibilidad de la combinacion repetida del gen cas-CRISPR o
para identificar nuevos pares de combinaciones cas/repeticion compatibles.

Como se usa en la presente, el término “resistencia modulada” se refiere a suprimir, reducir, disminuir, inducir,
conferir, restaurar, elevar, incrementar o de otra manera afectar la resistencia de una célula a un acido nucleico
objetivo, como se toma en el contexto.

Como se usa en la presente, el término “resistencia” no esta destinado a implicar que una célula es resistente al
100% a un acido nucleico objetivo o un producto de transcripcién del mismo, pero incluye células que son tolerantes
al acido nucleico objetivo o un producto de transcripcion del mismo.

Como se usa en la presente el término “resistencia al acido nucleico objetivo o producto de transcripcion del mismo”
significa que se confiere resistencia contra una célula o un organismo (por ejemplo, fago) que comprende o produce
el acido nucleico objetivo o producto de transcripcion del mismo. En algunas modalidades, el componente minimo
requerido para conferir inmunidad o resistencia contra un acido nucleico objetivo o producto de expresion del mismo
es al menos un gen cas (o una proteina Cas) y al menos dos repeticiones de CRISPR que flanquean un espaciador.

En algunas modalidades, la presente invencidon proporciona métodos para modular (por ejemplo, conferir o
incrementar) la resistencia de una célula contra un acido nucleico objetivo o un producto de transcripcion del mismo
que comprende las etapas de: identificar una secuencia (por ejemplo, una secuencia conservada) en un organismo
(preferiblemente, una secuencia esencial para la funciéon o supervivencia del organismo); preparar un espaciador
CRISPR el cual comprende una secuencia homologa (por ejemplo, idéntica al 100%), a la secuencia identificada;
preparar un acido nucleico que comprende al menos un gen cas y al menos dos repeticiones de CRISPR junto con
el espaciador CRISPR; y (iv) transformar una célula con el acido nucleico para de esta manera volver a la célula
resistente al acido nucleico objetivo o producto de transcripcion del mismo.

Como se usa en la presente, el término “secuencia conservada” en el contexto de identificar una secuencia
conservada en un organismo no necesariamente tiene que ser conservada en su sentido estricto, como el
conocimiento de una secuencia de un organismo dado es suficiente. Ademas, la secuencia no es necesariamente
parte de una entidad esencial. Sin embargo, en algunas modalidades, la secuencia conservada es una secuencia
que es esencial para la funcion y/o supervivencia y/o replicacion e/o infectividad y similares de un organismo o una
célula. En algunas modalidades, la secuencia conservada comprende una helicasa, una proteina estructural de
cabeza o cola de primasa, una proteina con un dominio conservado (por ejemplo, holina, lisina, y otros), o
secuencias conservadas entre los genes fago importantes.
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En algunas modalidades adicionales, la presente invencion proporciona métodos para modular (por ejemplo, conferir
o incrementar) la resistencia de una célula contra un acido nucleico objetivo o un producto de transcripcion del
mismo que comprende las etapas de: identificar uno o mas espaciadores CRISPR en un organismo resistente al
acido nucleico objetivo o producto de transcripcién del mismo; preparar un acido nucleico recombinante que
comprende al menos un gen o proteina cas y al menos dos repeticiones de CRISPR junto con uno o mas
espaciadores identificados; y transformar una célula con el acido nucleico recombinante de esta manera haciendo a
la célula receptora resistente al acido nucleico objetivo o producto de transcripcién del mismo.

En algunas modalidades, la presente invencidon proporciona métodos para modular (por ejemplo, conferir o
incrementar) la resistencia de una célula que comprende al menos uno o mas genes o proteinas cas y una o mas,
preferiblemente, dos 0 mas repeticiones de CRISPR contra un acido nucleico objetivo o un producto de transcripcion
del mismo que comprende las etapas de: identificar uno o mas espaciadores CRISPR en un organismo resistente al
acido nucleico objetivo o producto de transcripcion del mismo; y modificar la secuencia de uno o mas espaciadores
CRISPR en la célula de tal manera que el o los espaciadores CRISPR tienen homologia al o los espaciadores
CRISPR en el organismo. En algunas modalidades, uno o mas espaciadores CRISPR en una célula receptora se
modifican (por ejemplo, producidos por ingenieria genéticamente) de tal manera que el o los espaciadores CRISPR
tienen homologia a uno o mas espaciadores CRISPR en un organismo donador que es substancialmente resistente
a un acido nucleico objetivo o un producto de transcripcion del mismo, con el fin de hacer a la célula resistente al
acido nucleico objetivo. En algunas modalidades preferidas, uno o mas genes o proteinas cas y una o mas,
preferiblemente, dos o mas repeticiones de CRISPR en la célula son una combinacién funcional como se describe
en la presente.

Los métodos producidos por ingenieria genética incluyen cualquiera de los métodos adecuados conocidos en el arte,
que incluyen pero no se limitan a, agregar (por ejemplo, insertar), eliminar (por ejemplo, remover) o modificar (por
ejemplo, mutar) la secuencia de uno o mas espaciadores CRISPR y/o uno o mas pseudoespaciadores CRISPR en
una célula, de tal manera que el espaciador CRISPR tiene homologia (por ejemplo, incremento de la homologia
después de producirse por ingenieria genética) a uno o mas espaciadores CRISPR de un organismo donador. Esta
etapa producida por ingenieria resulta en una célula que fue substancialmente sensible a un acido nucleico objetivo
o un producto de transcripcion del mismo que es substancialmente resistente al acido nucleico objetivo o un
producto de transcripciéon del mismo.

En algunas modalidades adicionales, la presente invencién proporciona métodos para disminuir o reducir la
resistencia de una célula receptora que comprende al menos uno o mas genes o proteinas cas y una o mas,
preferiblemente, dos o mas repeticiones de CRISPR contra un acido nucleico objetivo o un producto de transcripcion
del mismo.

En algunas modalidades, los métodos comprenden las etapas de: identificar uno o mas espaciadores CRISPR en un
organismo que es substancialmente resistente al acido nucleico objetivo o un producto de transcripcion del mismo; y
modificar la secuencia de uno o mas espaciadores CRISPR en la célula de tal manera que el o los espaciadores
CRISPR tienen un grado reducido de homologia al o los espaciadores CRISPR en el organismo.

En otras modalidades, los métodos para modular (por ejemplo, disminuir) la resistencia de una célula que
comprende uno 0 mas genes o proteinas cas y una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones de CRISPR
contra un acido nucleico objetivo o producto de transcripcién del mismo que comprende las etapas de: identificar un
espaciador CRISPR o un pseudoespaciador CRISPR en un organismo que comprende un acido nucleico objetivo o
producto de transcripcion del mismo contra el cual la resistencia se modula; e identificar el espaciador CRISPR en el
organismo en el cual la resistencia se modula; y (iii) adaptar la secuencia del espaciador CRISPR en el organismo
en el cual la resistencia se modula de tal manera que el espaciador CRISPR tiene un grado inferior de homologia al
espaciador CRISPR o pseudoespaciador CRISPR del organismo que comprende el acido nucleico objetivo o
producto de transcripcion del mismo contra el cual la resistencia se modula.

Uno o mas espaciadores CRISPR en una célula substancialmente resistente se producen por ingenieria con el fin de
hacer la célula sensible a un acido nucleico objetivo. Los métodos producidos por ingenieria genética que
encuentran uso incluyen, pero no se limitan a, la adicidon (por ejemplo, insercion), eliminaciéon (por ejemplo,
remocién) o modificacién de una o mas combinaciones repeticion CRISPR-cas o porciones o fragmentos funcionales
de los mismos en la célula substancialmente resistente y/o la adiciéon (por ejemplo, insercion), eliminaciéon (por
ejemplo, remocién) o modificacion de uno o mas espaciadores CRISPR o porciones o fragmentos de los mismos en
la célula substancialmente resistente. Esta etapa producida por ingenieria resulta en una célula que fue
substancialmente resistente a un acido nucleico objetivo o un producto de transcripcion del mismo que llega a ser
substancialmente sensible a un acido nucleico objetivo o un producto de transcripcién del mismo.

En algunas modalidades, con objeto de conferir sensibilidad a una célula, se contempla que uno o mas espaciadores
CRISPR, uno o mas genes o proteinas cas, una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones de CRISPR, y/o una
0 mas combinaciones repeticiones CRISPR-cas funcionales de una célula substancialmente resistente se
removeran, eliminaran o modificaran de tal manera que la resistencia no se confiere mas. En algunas modalidades,
las células que son sensibles a un acido nucleico objetivo o un producto de transcripcion del mismo se preparan de
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tal manera que sus niveles dentro de un cultivo dado (por ejemplo, un cultivo de inicio) pueden modularse (por
ejemplo, disminuirse) como se desee. Asi, en algunas modalidades, los cultivos de inicio que comprenden dos o mas
cepas bacterianas se desarrollan de tal manera que todos los miembros del cultivo son sensibles al mismo agente
(por ejemplo, el mismo bacteriéfago). Asi, cuando el tiempo ya no es el deseado para el cultivo vivo, el cultivo se
pone en contacto con el mismo agente sencillo con el fin de eliminar todos los miembros del cultivo. En algunas
modalidades, la sensibilidad de las células se modula para uno o mas agentes (por ejemplo, fagos), de tal manera
que el agente elimina solamente una cierta proporcion de las células en un cultivo dado (por ejemplo, alrededor de
10, alrededor de 20, alrededor de 30, alrededor de 40, alrededor de 50, alrededor de 60, alrededor de 70, alrededor
de 80, alrededor de 90, o alrededor de 95% de las células en el cultivo).

En algunas modalidades, una célula receptora se produce por ingenieria de tal manera que comprende un
espaciador CRISPR o una secuencia correspondiente a un pseudoespaciador CRISPR, por ello la célula se hace
resistente a un 4cido nucleico objetivo o producto de transcripcion del mismo. Adecuadamente, la célula se produce
por ingenieria de tal manera que el espaciador CRISPR o secuencia correspondiente al pseudoespaciador CRISPR
se usa junto con una combinacién gen cas-repeticion CRISPR funcional, como se describe en la presente.

En algunas modalidades, una célula que es resistente a un acido nucleico objetivo o producto de transcripcion del
mismo se produce por ingenieria de tal manera que el espaciador CRISPR confiere la inmunidad contra el acido
nucleico objetivo o producto de transcripcion del mismo insertado en una célula que comprende una combinacion
gen cas-repeticion CRISPR funcional, por ello la célula se hace resistente al acido nucleico objetivo o producto de
transcripcién del mismo.

En algunas modalidades adicionales, la secuencia de uno o mas espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores
CRISPR de una célula que es resistente a un acido nucleico objetivo o producto de transcripcion del mismo se
determina. Una célula receptora luego se produce por ingenieria de tal manera que comprende la secuencia del
espaciador CRISPR y una combinacién gen cas-repeticion CRISPR funcional, por ello la célula se hace resistente al
acido nucleico objetivo o producto de transcripcion del mismo.

En algunas modalidades adicionales, un espaciador CRISPR de una célula receptora y una combinacién gen cas-
repeticion CRISPR funcional de la misma o diferente célula (por ejemplo, la misma o diferente célula receptora) se
preparan. Una célula receptora adicional luego se produce por ingenieria de tal manera que comprende la secuencia
del espaciador CRISPR y la combinacion gen cas-repeticiéon CRISPR funcional, por ello la célula se hace resistente
al acido nucleico objetivo o producto de transcripcion del mismo.

En algunas modalidades, la resistencia se dirige contra un producto de transcripciéon de la secuencia de acido
nucleico objetivo (por ejemplo, un transcripto de la secuencia de acido nucleico objetivo, en particular un ARN o
mARN), un transcripto (por ejemplo, un transcripto de ARN sentido o antisentido), o un producto de transcripcion del
polipéptido. En algunas modalidades, esto concede resistencia a una célula contra un organismo donador a partir del
cual el producto de transcripcion se deriva.

En algunas modalidades, la secuencia del nucledétido objetivo comprende ADN o ARN de origen gendmico, sintético
o recombinante. En algunas modalidades adicionales, la secuencia de nucleétido es de hebra doble, mientras en
otra modalidad es de hebra sencilla, si se presenta la hebra sentido o antisentido o combinaciones de las mismas.
Aun en modalidades adicionales, la secuencia de nucleétido se prepara por el uso de técnicas de ADN recombinante
(por ejemplo, ADN recombinante). En todavia modalidades adicionales, la secuencia de nucleétido es la misma que
una forma que se presenta naturalmente, mientras en otras modalidades se deriva de los mismos. Alun en
modalidades adicionales, la secuencia de acido nucleico objetivo se deriva de un gen. En algunas otras
modalidades, la secuencia de acido nucleico objetivo se deriva de una variante, homélogo, fragmento o derivado de
un gen. En algunas modalidades preferidas, la secuencia nucleica objetivo es o se deriva del bacteriéfago. En
algunas modalidades, la secuencia nucleica objetivo se deriva del ADN plasmido. En algunas modalidades, la
secuencia nucleica objetivo se deriva de un elemento genético moévil. En algunas modalidades adicionales, la
secuencia nucleica objetivo se deriva de un elemento transponible o una secuencia de inserciéon. Aun en
modalidades adicionales, la secuencia nucleica objetivo se deriva de un gen que concede resistencia. En algunas
modalidades adicionales, la secuencia nucleica objetivo se deriva de un gen que concede resistencia a un antibiético
o antimicrobial. En algunas modalidades, la secuencia nucleica objetivo se deriva de un factor de virulencia. En
algunas modalidades adicionales, la secuencia nucleica objetivo se deriva de una toxina, una internalina o una
hemolisina.

En algunas modalidades, la secuencia nucleica objetivo o un producto de transcripcion de la misma se deriva de una
0 mas bacterias. Asi, en algunas modalidades preferidas la resistencia de las células bacterianas se modula usando
los métodos y composiciones de la presente invencidén. En algunas modalidades preferidas, la secuencia del
nucleétido objetivo se deriva de un gen asociado con la resistencia al plasmido transferido en la bacteria. En algunas
modalidades, uno o mas espaciadores CRISPR en la célula se modifican de tal manera que el espaciador CRISPR
de la célula tiene homologia al espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR contenido en el ADN plasmido de
la célula bacteriana, por ello se proporciona resistencia contra el o los plasmidos particulares. Asi, la transferencia
del ADN externo en la célula se previene. En algunas modalidades preferidas, las regiones particulares dentro del
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ADN plasmido se dirigen, de manera que proporcionan inmunidad contra el ADN plasmido. Por ejemplo, en algunas
modalidades, se dirigen las secuencias dentro del origen plasmido de replicacion o secuencias dentro de los genes
que se codifican para las proteinas de replicacion.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona métodos que comprenden las etapas de: identificar un
espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR derivado del ADN plasmido de una célula bacteriana contra la
cual la resistencia se modula; y modificar la secuencia de un espaciador CRISPR en la célula en la cual la
resistencia se modula, de tal manera que el espaciador CRISPR de la célula tiene homologia al espaciador CRISPR
y/o pseudoespaciador CRISPR contenido en el ADN plasmido de la célula bacteriana.

En todavia modalidades adicionales, la presente invencion proporciona métodos para conceder resistencia a una
célula contra la transferencia del plasmido, que comprende las etapas de: identificar un espaciador, CRISPR y/o
pseudoespaciador CRISPR derivado del ADN plasmido; identificar una a mas combinaciones gen cas-repeticion
CRISPR funcional en una célula que es sustancialmente sensible al plasmido; y producir por ingenieria una o mas
ubicaciones CRISPR en la célula sustancialmente sensible de tal manera que comprendan uno o mas espaciadores
CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR del plasmido, por ello la célula se hace resistente.

En algunas modalidades, la secuencia del nucleétido objetivo se deriva de un gen asociado con resistencia a uno o
mas elementos genéticos moviles. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR particulares y/o
pseudoespaciadores CRISPR derivados de uno o mas elementos genéticos mdviles se agregan dentro de una
ubicacion CRISPR de una célula de manera que proporcionan resistencia contra los elementos genéticos méviles
(por ejemplo, elementos de transposiciéon y secuencias de insercion), previniendo de esta manera la transferencia
del ADN externo y la desviacién genética. En algunas modalidades, las regiones particulares dentro de los
transposones y las secuencias de insercion se dirigen de manera que proporcionan inmunidad contra los elementos
genéticos moviles. Por ejemplo, en algunas modalidades objetivo incluyen, pero no se limitan a transposones
conjugados (Tn916), transposones de clase Il (Tn501), secuencias de insercion (1S26), y genes de transposasa.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona métodos que comprenden las etapas de: identificar un
espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR derivado de uno o mas elementos genéticos moéviles de una
célula contra la resistencia a ser modulada; y modificar la secuencia de un espaciador CRISPR en una célula en la
cual la resistencia se modula de manera que el espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR de la célula
tiene homologia al espaciador CRISPR contenido en los elementos genéticos méviles de la célula.

En todavia modalidades adicionales, la presente invencion proporciona métodos para conceder resistencia a una
célula contra uno o mas elementos genéticos méviles que comprenden las etapas de: identificar un espaciador
CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR derivado de uno o mas elementos genéticos moviles; identificar una o mas
combinaciones cas-repeticion CRISPR funcionales en una célula que es substancialmente sensible a uno o mas
elementos genéticos moviles; y producir por ingenieria una o mas las ubicaciones CRISPR en la célula
substancialmente sensible de tal manera que comprende o tiene homologia a uno o mas espaciadores CRISPR y/o
pseudoespaciadores CRISPR de uno o mas elementos genéticos moéviles para volver a la célula resistente.

En algunas modalidades, la secuencia del nucleétido objetivo se deriva de un gen asociado con resistencia a
antibidticos y/o antimicrobianos. Como se usa en la presente, el término “antimicrobiano” se refiere a cualquier
composicion que elimina o inhibe el crecimiento o reproduccion de los microorganismos. Se entiende que el término
abarca los antibiéticos (esto es, composiciones producidas por otros microoganismos), asi como composiciones
sintéticamente producidas. Los genes de resistencia antimicrobiana incluyen pero no se limitan a blaiem, blarn, blashy,
aadB, aacC1, aacC2, aacC3, aacA4, mecA, vanA, vanH, vanX, satA, aacA-aphH, vat, vga, msrA sul, y/o int. Los
genes de resistencia antimicrobiana incluyen aquellos que se obtienen de especies bacterianas que incluyen pero no
se limitan al género Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Proteus, Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus,
Haemophilus, y Moraxella. Los genes de resistencia antimicrobiana también incluyen aquellos que se obtienen 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. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR particulares y/o pseudoespaciadores
CRISPR derivados de genes que codifican resistencia antimicrobiana se agregan dentro de una ubicacién CRISPR
de una célula receptora, bajo condiciones tales que se previene la transferencia de los genes de resistencia. Asi, el
riesgo de adquirir genes de resistencia antimicrobiana (esto es, marcadores) se reduce. En algunas modalidades, los
objetivos también incluyen vanR, (esto es, resistencia a la vancomicina), tetR (esto es, resistencia a la tetraciclina),
y/o factores de resistencia que proporcionan resistencia a la beta-lactamasa.

En algunas modalidades, la presente invencion proporciona métodos que comprenden las etapas de: identificar uno
o0 mas espaciadores CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR derivados de una célula que comprende uno o mas
genes de resistencia antimicrobiana o marcadores; y modificar la secuencia del espaciador CRISPR en una célula
que no comprende o no expresa los genes de resistencia antimicrobianos o marcadores de tal manera que el
espaciador CRISPR de la célula tiene homologia a uno o mas espaciadores CRISPR y/o pseudoespaciadores
CRISPR contenidos en la célula que comprende uno o mas genes de resistencia antimicrobianos o marcadores.
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En todavia modalidades adicionales, la presente invencion proporciona métodos para modular la adquisicion de los
marcadores de resistencia antimicrobianos en una célula que comprende las etapas de: identificar uno o mas
espaciadores CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR derivados de una célula que comprende uno o mas genes
de resistencia antimicrobianos o marcadores; identificar una o mas ubicaciones CRISPR en una célula que no
comprende o no expresa los genes de resistencia antimicrobianos o marcadores; y modificar la secuencia del
espaciador CRISPR en la célula que no comprende o no expresa los genes de resistencia antimicrobianos o
marcadores de tal manera que el espaciador CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR tienen homologia al
espaciador CRISPR contenido en la célula resistente a la transferencia de genes que conceden resistencia a uno o
mas antimicrobianos.

En algunas modalidades, la secuencia del nucledtido objetivo se deriva de al menos un gen asociado con los
factores de virulencia. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR particulares y/o pseudoespaciadores
CRISPR derivados de los genes que codifican los factores de virulencias se agregan dentro de una ubicacién
CRISPR bacteriana para proporcionar resistencia contra la transferencia de genes que conceden virulencia en la
bacteria. En algunas modalidades, se dirigen los factores que cominmente contribuyen a la virulencia microbiana
(por ejemplo, en los patdégenos), tales como toxinas, internalinas, hemolisinas y otros factores de virulencias.

La presente invencion también proporciona métodos que comprenden las etapas de: identificar uno o mas
espaciadores CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR derivados de una célula que comprende uno o mas
factores de virulencia; y modificar la secuencia del espaciador CRISPR en una célula que no comprende o no
expresa los factores de virulencia o marcadores de tal manera que el espaciador CRISPR de la célula tiene
homologia a uno o méas espaciadores CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR contenidos en la célula que
comprende uno o mas factores de virulencia.

En todavia modalidades adicionales, la presente invencion proporciona métodos para conceder resistencia a una
célula contra uno o mas factores de virulencia o marcadores que comprenden las etapas de: identificar un
espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR derivado de uno o mas factores de virulencia o marcadores;
identificar una o mas combinaciones cas-repeticion CRISPR funcionales en una célula que es substancialmente
sensible a uno o mas factores de virulencia o marcadores; y producir por ingenieria una o mas las ubicaciones
CRISPR en la célula substancialmente sensible de tal manera que comprenden uno o mas espaciadores CRISPR
y/o pseudoespaciadores CRISPR de uno o més factores de virulencia o marcadores para volver a la célula
resistente.

La presente invencion abarca el uso de variantes, homologos, derivados y fragmentos de los mismos, incluyendo
variantes, homologos, derivados y fragmentos de las ubicaciones CRISPR, espaciadores CRISPR,
pseudoespaciadores CRISPR, genes o proteinas cas, repeticiones de CRISPR, combinaciones gen cas-repeticion
CRISPR funcionales y secuencias de acido nucleico objetivo o productos de transcripcion de los mismos.

El término “variante” se usa para significar un polipéptido que se presenta naturalmente o secuencias de nucleétidos
las cuales difieren de una secuencia tipo natural.

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

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

Preferiblemente, un espaciador CRISPR o pseudoespaciador CRISPR comprende al menos 50%, mas
preferiblemente al menos 65%, mas preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 85%, mas
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 96%, mas
preferiblemente al menos 97%, mas preferiblemente al menos 98%, mas preferiblemente al menos 99% de la
secuencia tipo natural. Preferiblemente, un espaciador CRISPR conserva 50%, mas preferiblemente 60%, mas
preferiblemente 70%, mas preferiblemente 80%, mas preferiblemente 85%, mas preferiblemente 90%, mas
preferiblemente 95%, mas preferiblemente 96%, mas preferiblemente 97%, mas preferiblemente 98%, o mas
preferiblemente 99% de actividad del polipéptido tipo natural o secuencia de nucledtido.
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Preferiblemente, un gen cas comprende al menos 50%, mas preferiblemente al menos 65%, mas preferiblemente al
menos 80%, mas preferiblemente al menos 85%, mas preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos
95%, mas preferiblemente al menos 96%, mas preferiblemente al menos 97%, mas preferiblemente al menos 98%,
mas preferiblemente al menos 99% de la secuencia tipo natural. Preferiblemente, un gen cas conserva 50%, mas
preferiblemente 60%, mas preferiblemente 70%, mas preferiblemente 80%, mas preferiblemente 85%, mas
preferiblemente 90%, mas preferiblemente 95%, mas preferiblemente 96%, mas preferiblemente 97%, mas
preferiblemente 98%, o mas preferiblemente 99% de actividad del polipéptido tipo natural o secuencia de nucleétido.

Preferiblemente, una proteina cas comprende al menos 50%, mas preferiblemente al menos 65%, mas
preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 85%, mas preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 96%, mas preferiblemente al menos 97%, mas
preferiblemente al menos 98%, mas preferiblemente al menos 99% de la secuencia tipo natural. Preferiblemente,
una proteina cas conserva 50%, mas preferiblemente 60%, mas preferiblemente 70%, mas preferiblemente 80%,
mas preferiblemente 85%, mas preferiblemente 90%, mas preferiblemente 95%, mas preferiblemente 96%, mas
preferiblemente 97%, mas preferiblemente 98%, o mas preferiblemente 99% de actividad del polipéptido tipo natural
0 secuencia de nucleétido.

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

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

Preferiblemente, una secuencia de acido nucleico objetivo comprende al menos 50%, mas preferiblemente al menos
65%, mas preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 85%, mas preferiblemente al menos 90%,
mas preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 96%, mas preferiblemente al menos 97%, mas
preferiblemente al menos 98%, mas preferiblemente al menos 99% de la secuencia tipo natural. Preferiblemente,
una secuencia de acido nucleico objetivo conserva 50%, mas preferiblemente 60%, mas preferiblemente 70%, mas
preferiblemente 80%, mas preferiblemente 85%, mas preferiblemente 90%, mas preferiblemente 95%, mas
preferiblemente 96%, mas preferiblemente 97%, mas preferiblemente 98%, o mas preferiblemente 99% de actividad
del polipéptido tipo natural o secuencia de nucleétido.

En algunas modalidades, el fragmento es un fragmento funcional. Por “fragmento funcional” de una molécula se
entiende que un fragmento que retiene o posee sustancialmente la misma actividad biolégica que la molécula
intacta. En todos los casos, un fragmento funcional de una molécula conserva al menos 10% y al menos alrededor
de 25%, alrededor de 50%, alrededor de 75%, alrededor de 80%, alrededor de 85%, alrededor de 90%, alrededor de
95%, alrededor de 96%, alrededor de 97%, alrededor de 98%, o alrededor de 99% de la actividad biolégica de la
molécula intacta.

El término “homalogo” significa una entidad que tiene cierta homologia con las secuencias de aminoacidos objeto y
las secuencias de nucleétidos objeto. En la presente, el término “homologia” puede equipararse con la “identidad”.

En el contexto presente, una secuencia homéloga se toma para incluir una secuencia de aminoacido, la cual puede
ser al menos idéntica al 75, 85 6 90%, preferiblemente al menos idéntica al 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% a la
secuencia objeto. Aunque la homologia puede también considerarse en los términos de la similitud (esto es, residuos
de aminoacidos que tienen propiedades quimicas/funciones similares), en el contexto de la presente invencion se
prefiere para expresar la homologia en los términos de la identidad de secuencia.

En el contexto presente, una secuencia homéloga se toma para incluir una secuencia de nucleétido, la cual puede
ser al menos idéntica al 75, 85 6 90%, preferiblemente al menos idéntica al 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% a la
secuencia objeto. Aunque la homologia puede también considerarse en los términos de la similitud (esto es, residuos
de aminoacidos que tienen propiedades quimicas/funciones similares), en el contexto de la presente invenciéon se
prefieren para expresar homologia en los términos de la identidad de secuencia.
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Las comparaciones de homologia pueden realizarse por el ojo, 0 mas usualmente, con la ayuda de programas de
comparacion de secuencia comercialmente disponibles. Estos programas de ordenador comercialmente disponibles
pueden calcular el % de homologia entre dos o0 mas secuencias.

El porcentaje (%) de homologia puede calcularse sobre las secuencias contiguas (esto es, una secuencia se liga con
otra secuencia y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente en
la otra secuencia, un residuo cada vez). Esto se llama una alineacién “sin espacios”. Tipicamente, tales alineaciones
sin espacios se realizan solamente sobre un numero relativamente corto de residuos.

Aunque este es un método muy simple y consistente, no tiene en cuenta que, por ejemplo, en un par de secuencias
que de otro modo seria idéntico, una insercion o eliminaciéon causara que se pongan los siguientes residuos de
aminoacidos fuera de alineacién, asi potencialmente resultando en una reduccién grande en el % de homologia
cuando una alineacion global se realiza. Posteriormente, mas métodos de comparacion de secuencia se disefiaron
para producir las alineaciones 6ptimas que se toman en las inserciones y eliminaciones posibles en consideracion
sin penalizar indebidamente el registro de homologia general. Esto se realiza por insertar los “espacios” en la
alineacion de secuencia para intentar de maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan “penalizaciones del espacio” a cada espacio que se presenta
en la alineacién de manera que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, una secuencia se alinea con el
menos numero de espacios posible, reflejando mayor relaciéon entre las dos secuencias comparadas, que lograran
un mayor registro que uno con muchos espacios. “Costos de espacios continuos” se usa tipicamente de manera que
carga un costo relativamente alto para la existencia de un espacio y una penalizacion mas pequefia para cada
residuo posterior en el espacio. Este es el sistema de registro de espacio mas comunmente usado. La alta
penalizacién de espacios naturalmente producira alineaciones optimizadas con un nimero menor de espacios. La
mayoria de los programas de alineacion permiten que las penalizaciones del espacio se modifiquen. Sin embargo,
se prefieren usar los valores por omision cuando se usa un software de este tipo para las comparaciones de
secuencia. Por ejemplo, cuando se usa el paquete GCG Wisconsin Bestfit, la penalizacién del espacio por omisién
para las secuencias de aminoacidos es -12 para un espacio y -4 para cada extension.

El calculo del % de homologia maximo, por lo tanto, en primer lugar requiere la produccién de una alineacién 6ptima,
tomando en cuenta las penalizaciones del espacio. Un programa de ordenador adecuado para realizar tal alineacion
es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (University of Wisconsin, U.S.A.; Devereux et al., 1984, Nucleic Acids
Research 12:387). Los ejemplos de otros softwares que pueden realizar comparaciones de secuencia incluyen pero
no se limitan a, el paquete BLAST (ver Ausubel et al., 1999 ibid - Capitulo 18), FASTA (Atschul et al., 1990, J. Mol.
Biol., 403-410), la serie GENEWORKS de herramientas de comparacion y CLUSTAL. Tanto BLAST como FASTA
estan disponibles para busqueda en linea y fuera de linea (ver Ausubel et al., 1999 ibid, paginas 7-58 hasta 7-60).
Sin embargo, para algunas aplicaciones, se prefiere usar el programa GCG Bestfit. Una nueva herramienta, llamada
Secuencias BLAST 2 también esta disponible para comparar secuencias de proteinas y nucleétidos (ver FEMS
Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8).

Aunque el % de homologia final puede medirse en los términos de identidad, los procesos de alineacién en si no se
basan tipicamente en una comparacion de pares todo o nada. Al contrario, una matriz de registro de similitud en
escala se usa generalmente de modo que asigna registro a cada comparacion de pares basandose en la similitud
quimica o distancia evolutiva. Un ejemplo de tal matriz cominmente usado es la matriz BLOSUM®62, la matriz de
omision para la serie BLAST de programas. Los programas GCG Wisconsin generalmente usan ya sea los valores
de omision publicos o una tabla de comparacion de simbolo personalizado si se suministra (ver manual de usuario
para detalles adicionales). Para algunas aplicaciones, se prefiere el uso de los valores de omisidn publicos para el
paquete GCG, o en el caso de otro software, la matriz de omision tal como BLOSUMG62.

Una vez que el software ha producido una alineacion 6ptima, es posible calcular el % de homologia, preferiblemente
el % de identidad de secuencia. El software tipicamente lo hace como parte de la comparacién de secuencia y
genera un resultado numérico.

Las penalizaciones del espacio deberan usarse cuando se determina la identidad de secuencia, a continuacion se
usan adecuadamente los siguientes parametros:

Para BLAST

Abertura del espacio 0

Extension del espacio 0

Para CLUSTAL ADN PROTEINA

Tamafio de la palabra 2 1 Triple K
Penalizacion del espacio 10 10

Extension del espacio 0.1 0.1
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Para la comparacion de secuencia del polipéptido, los siguientes ajustes pueden usarse: la penalizacion de la
creaccion del ESPACIO de 3.0 y la penalizacién de la extension del ESPACIO de 0.1. Adecuadamente, el grado de
identidad con respecto a una secuencia de aminoacido se determina sobre al menos 5 aminoacidos contiguos, se
determina sobre al menos 10 aminoacidos contiguos, sobre al menos 15 aminoacidos contiguos, sobre al menos 20
aminodcidos contiguos, sobre al menos 30 aminoacidos contiguos, sobre al menos 40 aminoacidos contiguos, sobre
al menos 50 aminoacidos contiguos, o sobre al menos 60 aminoacidos contiguos.

Las secuencias pueden también tener eliminaciones, inserciones o substituciones de los residuos de aminoacidos,
los cuales producen un cambio silencioso y resultan en una substancia funcionalmente equivalente. Las
substituciones de aminoacidos deliberadas pueden hacerse con base a la similitud en la polaridad, carga,
solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipatica de los residuos siempre y cuando la actividad de
enlace secundaria de la substancia se mantenga. Por ejemplo, los aminoacidos cargados negativamente incluyen el
acido aspartico y acido glutamico; los aminoacidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los
aminoacidos con grupos de cadena polar no cargados tienen valores de hidrofilicidad similares que incluyen leucina,
isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina, y tirosina.

Las substituciones conservadoras pueden hacerse, por ejemplo, de acuerdo a la tabla a continuacion. Los
aminoacidos en el mismo bloque en la segunda columna y preferiblemente en la misma linea en la tercera columna
pueden substituirse cada uno por el otro

ALIFATICO No polar ESPACIO
ILV
Polar-no cargado CSTM
NQ
Polar-cargado DE

KR
AROMATICO HFWY

La presente invencion también abarca la sustitucion homdloga (sustitucion y reemplazo se usan ambos en la
presente para significar el intercambio de un residuo de aminoacido existente, con un residuo alternativo) que puede
presentarse, esto es, la sustitucion bajo condiciones iguales tales como basica para basica, acida para acida, polar
para polar, etc. La sustitucion no homéloga también puede presentarse esto es, de una clase del residuo a otro o
involucrando alternativamente la inclusion de los aminoacidos no naturales tales como ornitina (en la presente de
aqui en adelante se refiere como Z), ornitina de acido diaminobutirico (en la presente de aqui en adelante se refiere
como B), ornitina de norleucina (en la presente de aqui en adelante se refiere como O), piriilalanina, tienilalanina,
naftilalanina y fenilglicina.

Los reemplazos pueden también hacerse por los aminoacidos no naturales que incluyen; aminoacidos alfa* y alfa-
disustituidos®, aminoacidos N-alquilo*, acido lactico*, haluros derivados de aminoacidos naturales tales como
trifluorotirosina*, p-Cl-fenilalanina*, p-Br-fenilalanina*, p-l-fenilalanina*, L-alil-glicina*, B-alanina*, acido L-a-amino
butirico*, acido L-y-amino butirico*, 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 la fenilalanina (Fe) - tales como 4-metil-Fe*, pentametil-Fe*, L-Fe (4-amino)#, L-
Tyr (metilo)*, L-Fe (4-isopropilo)*, acido L-Tic (1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico)*, acido L-
diaminopropionico # y L-Fe (4-bencilo)*. La anotacion * se utiliza para el propodsito de la discusion de arriba
(refiriéndose a la sustitucion homdloga o no homéloga), para indicar la naturaleza hidrofébica del derivado mientras
que # se utiliza para indica la naturaleza hidrofilica del derivado, #* indica las caracteristicas anfipaticas.

Las secuencias de aminoacidos variantes incluyen los grupos espaciadores adecuados que son adecuados para la
insercion insertada entre cualquiera de dos residuos de aminoacidos de la secuencia que incluye los grupos alquilo
tales como los grupos metilo, etilo o propilo en adiciéon a los aminoacidos espaciadores tales como los residuos de
glicina o B-alanina. Una forma adicional de la variacion involucra la presencia de uno o mas residuos de aminoacidos
en la forma de peptoide, que se entendera por aquellos de habilidad en el arte. Para evitar dudas, “la forma de
peptoide” se usa para referirse a residuos de aminoacidos variantes en donde el grupo substituyente de a-carbono
esta en los residuos del atomo de nitrdgeno en lugar del a-carbono. Los procesos para preparar los péptidos en la
forma de peptoide son bien conocidos en el arte.

Las secuencias de nucleétidos para uso en la presente invencion pueden incluirse dentro de los nucledtidos
sintéticos o modificados. Un nimero de diferentes tipos de modificacion a los oligonucleétidos es conocido en el arte.
Estos incluyen estructuras de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adicion de acridina o cadenas de polilisina en las
terminales 3’ y/o 5’ de la molécula. Para los propédsitos de la presente invencion, se entendera que las secuencias de
nucledtidos pueden modificarse por cualquiera de los métodos disponibles en el arte. Tales modificaciones pueden
realizarse para aumentar la actividad in vivo o vida util de las secuencias de nucledtidos utiles en la presente
invencion.
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CRISPRs

Los CRISPR (Repeticiones palindrémicas cortas interespaciadas regularmente agrupadas); también conocidas como
SPIDR (Repeticiones directas intercaladas del espaciador) constituyen una familia de las ubicaciones de ADN
recientemente descritas que son usualmente especificas para una especie bacteriana particular. La ubicacion
CRISPR es una clase distinta de las repeticiones de las secuencias cortas intercaladas (SSRs) que se reconocieron
primero en E. coli (Ishino et al, J. Bacteriol., 169:5429-5433 [1987]; y Nakata et al., J. Bacteriol., 171:3553-3556
[1989]). Las SSR intercaladas similares se identifican en Haloferax mediterranei, Streptococcus pyogenes,
Anabaena, y Mycobacterium tuberculosis (ver, Groenen et al., Mol. Microbiol., 10: 1057-1065 [1993]; Hoe et al,
Emerg. Infect. Dis., 5:254-263 [1999]; Masepohl et al, Biochim. Biophys. Acta 1307:26-30 [1996]; y Mojica et al, Mol.
Microbiol., 17:85-93 [1995]). Las ubicaciones CRISPR difieren de otras SSRs por la estructura de las repeticiones, la
cuales se denominan repeticiones cortas regularmente espaciadas (SRSRs) (Janssen et al., OMICS J. Integ. Biol.,
6:23-33 [2002]; y Mojica et al, Mol. Microbiol., 36:244-246 [2000]). Las repeticiones son elementos cortos que se
presentan en las agrupaciones que son siempre regularmente espaciadas por secuencias de intervencion unicas con
una longitud constante (Mojica et al, [2000], supra). Aunque las secuencias repetidas se conservan altamente entre
las cepas, el numero de las repeticiones interespaciadas y las secuencias de las regiones del espaciador difieren de
cepa a cepa (van Embden et al, J. Bacteriol., 182:2393-2401 [2000]).

Las ubicaciones CRISPR consisten en repeticiones de ADN parcialmente palindromicas altamente conservadas
tipicamente de 24 a 40 pb, que contienen repeticiones invertidas terminales e interiores de hasta 11 pb. Se ha
reportado que estas repeticiones se presentan desde 1 hasta 140 veces. Aunque los elementos aislados se han
detectado, estos generalmente se configuran en grupos (hasta alrededor de 20 o mas por genoma) de unidades
repetidas especiadas por una intervencién Unica de secuencias de 20-58 pb. Hasta la fecha, hasta 20 distintas
ubicaciones CRISPR se han encontrado dentro de un cromosoma sencillo.

Las CRISPRs son generalmente homogéneas dentro de un genoma dado siendo la mayoria de ellos idénticos. Sin
embargo, hay ejemplos de heterogeneicidad en, por ejemplo, las arqueobacterias (Mojica et al, [2000], supra).

Como se usa en la presente, el término “ubicacion CRISPR” se refiere al segmento de ADN el cual incluye todas las
repeticiones de CRISPR, partiendo con el primer nucleétido de la primera repeticion CRISPR y que termina con el
ultimo nucleétido de la ultima repeticion CRISPR (terminal).

Aunque la funcion biolégica de las ubicaciones CRISPR es desconocida, algunas hipotesis se han propuesto. Por
ejemplo, se propone que estas pueden estar involucradas en el enlace del cromosoma a una estructura celular, o en
la replicacion del cromosoma vy division del replicon (Jansen et al., OMICS 6:23-33 [2002]; Jansen et al, Mol.
Microbiol., 43: 1565-1575 [2002]; y Pourcel et al., Microbiol., 151:653-663 [2005]). Mojica et al. (Mojica et al., J. Mol.
Evol., 60: 174-182 [2005]) tiene la hipdtesis de que CRISPR puede involucrarse en conceder la inmunidad especifica
contra el ADN externo y Pourcel et al. (supra), la hipétesis de que las CRISPR son estructuras que son capaces de
ocuparse de las piezas del ADN externo como parte de un mecanismo de defensa. Bolotin et al. (supra) sugiere que
los elementos del espaciador CRISPR son los rastros de las invasiones pasadas por los elementos
extracromosomales, y tiene la hipétesis de que se proporciona una célula con inmunidad contra la infeccion fago y
mas generalmente la expresion de ADN exterior, al codificar un ARN anti-sentido. Bolotin et al. (supra) también
sugiere que los genes cas son necesarios para la formacién de CRISPR. Sin embargo, no se pretende que la
presente invencion se limite por cualquier mecanismo, funcion, teoria, ni medios de accion particulares.

El genoma de Streptococcus thermophilus LMG18311 contiene 3 ubicaciones CRISPR; los 36 pb de las secuencias
repetidas son diferentes en el CRISPR1 (34 repeticiones), CRISPR2 (5 repeticiones), y CRISPR3 (una secuencia
sencilla). Sin embargo, estan perfectamente conservadas dentro de cada ubicacién. Las repeticiones de CRISPR1 y
CRISPR2 son respectivamente interespaciadas por 33 y 4 secuencias de 30 pb en longitud. Todas estas secuencias
interespaciadoras son diferentes una de la otra. Estas también son diferentes de aquellas encontradas en la cepa
CNRZ1066 (41 secuencias interespaciadoras dentro de CRISPR1) y en la cepa LMD-9 (16 dentro del CRISPR1 y 8
dentro del CRISPR3), que ambos son S. thermophilus.

Diversos métodos para identificar las ubicaciones CRISPR se conocen en el arte. Por ejemplo, Jensen et al. (Jensen
et al., [2002], supra) describen un enfoque basado en el ordenador en el cual las secuencias de nucledtidos se
buscan para las porciones CRISPR usando el programa PATSCAN en el servidor de Mathematics and Computer
Science Division en el Argonne National Laboratory, Argonne, IL, EE.UU. El algoritmo que se usé para identificar las
porciones CRISPR fue pl = a...b c...d plc... d plc...dpl, donde a y b fueron el limite de tamafio inferior y superior de la
repeticion y pl y c y d fueron el limite del tamafo inferior y superior de las secuencias del espaciador. Los valores de
a, b, ¢ y d pueden variar desde alrededor de 15 hasta alrededor de 70 pb en incrementos desde alrededor de 5 pb.
En algunas modalidades preferidas, las ubicaciones CRISPR se identifican usando el dotplots (por ejemplo, al usar
el programa de ordenador Dotter).

Cualquier método adecuado conocido en el arte encuentra uso en analizar la similitud de la secuencia. Por ejemplo,

el analisis puede realizarse usando el NCBI BLAST con una base de datos de los genomas microbianos y el
GenBank, como se conoce en el arte. Ademas, las secuencias de nucleétidos, incluyen aquellas proporcionadas en
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la presente, se incluyen en las bases de datos (por ejemplo, GenBank o la pagina web del genoma JGI). Como se
usa en la presente, “corriente arriba” significa en la direccion 5’ y “corriente abajo” significa en la direccion 3'.

En las modalidades adicionales, los métodos de la presente invencioén utilizan los procedimientos de amplificacion
(ver por ejemplo, Mojica et al., [2005], supra; y Pourcel et al., [2005], supra). La amplificacion de la regién deseada
del ADN puede realizarse por cualquier método conocido en el arte, incluyendo la reaccién de la cadena de
polimerasa (PCR). La “Amplificacion” se refiere a la produccion de las copias adicionales de una secuencia de acido
nucleico. Esta se realiza generalmente usando las tecnologias PCR bien conocidas en el arte. La “reaccion de la
cadena de polimerasa” (“PCR”) es bien conocida por aquellos de habilidad en el arte. En la presente invencion, los
cebadores de oligonucledtidos se disefian para el uso en las reacciones PCR para amplificar todo o parte de una
ubicacion CRISPR.

El término “cebador” se refiere a un oligonucleétido, ya sea si se presenta naturalmente como en una restriccion
purificada digerida o producida sintéticamente, la cual es capaz de actuar como un punto de iniciacion de la sintesis
cuando se coloca bajo condiciones en las cuales la sintesis de un producto de extensiéon del cebador el cual es
complementario a una hebra de acido nucleico se induce (esto es, en la presencia de nucledtidos y un agente
inductor tal como polimerasa de ADN y en una temperatura adecuada y pH). En algunas modalidades, el cebador es
la hebra sencilla para maxima eficacia en la amplificacion, aunque en otras modalidades, el cebador es la hebra
doble. En algunas modalidades, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser lo suficientemente
largo para la sintesis de los productos de extensidn en la presencia del agente inductor. La longitud exacta de los
cebadores depende de muchos factores, incluyendo la temperatura, fuente del cebador, y el uso del método. Los
cebadores PCR son tipicamente al menos alrededor de 10 nucledtidos en longitud, y mas tipicamente al menos
alrededor de 20 nucleétidos en longitud. Los métodos para el disefio y realizacién del PCR son bien conocidos en el
arte, e incluyen pero no se limitan a métodos que usan cebadores pares, cebadores anidados, cebadores
especificos sencillos, cebadores degenerados, cebadores especificos del gen, cebadores especificos del vector,
cebadores parcialmente mal alineados, etc.

En algunas modalidades preferidas de la presente invencion, una ubicaciéon CRISPR o una porcién de la misma de
una bacteria precursora y una bacteria etiquetada se comparan usando cualquier método adecuado conocido en el
arte. En algunas modalidades preferidas de la presente invencion, la ubicacion CRISPR o una porcién de la misma
de la bacteria precursora y la bacteria etiquetada se comparan al amplificar la ubicacién CRISPR o una porcién de la
misma. Ademas, los métodos de amplificacién ciclicos bien conocidos (por ejemplo, PCR, reacciéon de cadena de
ligasa, etc.), otros métodos, que incluyen pero no se limitan a métodos de amplificacion isotérmica que encuentran
uso en la presente invencion. Los métodos de amplificacion isotérmica bien conocidos que encuentran uso en la
presente invencion incluyen pero no se limitan a amplificacion de desplazamiento de hebra (SDA), Q-beta-replicasa,
amplificacion de secuencia basada en acido nucleico (NASBA), y replicacion de la secuencia auto-sostenida.

En algunas otras modalidades preferidas de la presente invencion, la ubicacién CRISPR o una porcién de la misma
de la bacteria precursora y la bacteria etiquetada se comparan por el proceso de secuencia de la presente invencion,
la ubicacion CRISPR o una porcién de la misma de la bacteria precursora y la bacteria etiquetada se comparan al
amplificar y luego procesar por secuencia las ubicaciones CRISPR o una porcion de la misma. En algunas
modalidades, una terminal de las ubicaciones CRISPR se comparan, mientras en otras modalidades, ambos
extremos 5’ y 3’ de las ubicaciones se comparan. En algunas modalidades preferidas, una terminal (por ejemplo, el
extremo 5’) de las ubicaciones CRISPR se comparan. En aln otras modalidades, al menos la ultima repeticidn
CRISPR en el extremo 3’ de la ubicacion CRISPR y/o al menos el Ultimo espaciador CRISPR (por ejemplo, el ultimo
nucleo del espaciador CRISPR) en el extremo 3’ de la ubicacion CRISPR y/o al menos la primera repeticion CRISPR
en el extremo 5’ de la ubicacion CRISPR y/o al menos el primer espaciador CRISPR (por ejemplo, el primer nucleo
del espaciador CRISPR) en el extremo 5’ de la ubicacién CRISPR se comparan. En algunas modalidades preferidas,
al menos la primera repeticion CRISPR en el extremo 5’ de la ubicacion CRISPR y/o al menos el primer espaciador
CRISPR (por ejemplo, el primer nucleo del espaciador CRISPR) en el extremo 5’ de la ubicacion CRISPR se
comparan. En algunas modalidades adicionales preferidas, al menos el ultimo espaciador CRISPR (por ejemplo, el
ultimo nucleo del espaciador CRISPR) en el extremo 3’ de la ubicacion CRISPR y/o al menos el primer espaciador
CRISPR (por ejemplo, el primer nucleo del espaciador CRISPR) en el extremo 5 de la ubicaciéon CRISPR se
comparan. En algunas otras modalidades preferidas, al menos el primer espaciador CRISPR (por ejemplo, el primer
nucleo del espaciador CRISPR) en el extremo 5’ de las ubicaciones CRISPR se comparan.

En algunas modalidades, las ubicaciones CRISPR comprenden el ADN, mientras en otras modalidades, las
ubicaciones CRISPR comprenden el ARN. En algunas modalidades, el acido nucleico es de origen genémico,
mientras en otras modalidades, es de origen sintético o recombinante. En algunas modalidades, las ubicaciones
CRISPR son de hebra doble, mientras en otras modalidades, son de hebra sencilla, si se representa la hebra sentido
o antisentido o combinaciones de las mismas. En algunas modalidades, la ubicaciones CRISPR se preparan por el
uso de las técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, ADN recombinante), como se describe en la presente.

La presente invencion también proporciona métodos para generar las variantes CRISPR. Estas variantes se

expresan, aislan, clonan y/o procesan por secuencia usando cualquier método adecuado conocido en el arte. Las
variantes CRISPR son cepas mutantes resistentes al fago que tienen una ubicacion CRISPR modificada con un
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espaciador adicional. Estas variantes encuentran uso como propésitos de deteccion/identificacion, o por la
resistencia producida por ingenieria contra las moléculas de acido nucleico. Estas variantes encuentran uso en el
desarrollo de los agentes de biocontrol.

En el contexto de la presente invencién, la ubicacion CRISPR se orienta como se describe a continuacion. El
CRISPR lider es un segmento de ADN conservado de tamafo definido. La orientacion de la ubicacién CRISPR1 S.
thermophilus se establece usando las siguientes caracteristicas:

La posicion relativa del CRISPR a los genes cas cercanos (Secuencias asociadas con CRISPR); el CRISPR1 se
localiza corriente abajo de 4 genes cas (genes str0657, str0658, str0659, y str0660 dentro de la secuencia del
cromosoma CNRZ1066);

La secuencia repetida tiene el potencial para formar una estructura secundaria de horquilla, aunque no es
completamente palindromica, y la secuencia complementaria inversa;

(5-GTTGTACAGTTACTTAAATCTTGAGAGTACAAAAAC-3’; SEQ ID NO:695) es diferente de la secuencia directa
(5-GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC-3’; SEQ ID NO: 1). Generalmente, el extremo 5 de la
secuencia directa es mas rico en los nucledtidos G y T del extremo 5’ de la secuencia complementaria inversa.
Ademas, como el emparejamiento base G-T es mejor que el emparejamiento base A-C, la estructura de la horquilla
es generalmente mas fuerte en la hebra directa; y

Como se usa en la presente, la posicion de la terminal repetida es la terminal repetida la cual muestra variacion en la
secuencia en su extremo 3’ es generalmente la repeticion de terminal.

El CRISPR lider es un segmento de ADN conservado de tamafio definido el cual se localiza inmediatamente en la
corriente arriba de la primera repeticion. Por ejemplo, la secuencia lider del CRISPR1 S. thermophilus es el
segmento de ADN partiendo inmediatamente después del codéon de deteccion del gen str0660, y finalizando justo
antes de la primera repeticion. EI CRISPR lider se localiza en el extremo 5’ de la ubicacién CRISPR. El CRISPR lider
se localiza inmediatamente corriente arriba de la primera repeticiéon CRISPR de la ubicacién CRISPR.

El remolque de CRISPR es un segmento de ADN conservado de tamafio definido, el cual se localiza inmediatamente
corriente abajo de la terminal repetida. Por ejemplo, la secuencia de remolque del CRISPR1 S. thermophilus es el
segmento de ADN partiendo inmediatamente después de la terminal repetida, y finalizando justo antes del codén de
detencion del gen str0661 (localizado en la hebra de ADN opuesta). El remolque CRISPR se localiza en el extremo
3’ de la ubicacion CRISPR. El remolque de CRISPR se localiza inmediatamente en la corriente abajo de la terminal
repetida.

Por ejemplo, el CRISPR lider y las secuencias de remolque de CRISPR en la ubicacién CRISPR1 de la cepa
Streptococcus thermophilus CNRZ1066 son:

CRISPR lider: 5-CAAGGACAGTTATTGATTTTATAATCACTATGTGGGTATAAAAACGTCAAAATTTCATTTGA G-3
(SEQ ID NO:688)

CRISPR remolque:
5-TTGATTCAACATAAAAAGCCAGTTCAATTGAACTTGGCTTT-3 (SEQ ID NO:691)

El CRISPR lider corresponde a las posiciones 625038 hasta 625100, y el CRISPR remolque corresponde a las
posiciones 627845 hasta 627885 en el genoma completo (CP000024) de S. thermophilus.

Como se usa en la presente, el término “corriente arriba” significa la direccion 5 y “corriente abajo” significa la
direccidon 3. Como se usa en la presente el término “porcion del mismo” en el conexto de una ubicacion CRISPR
significa al menos alrededor de 10 nucleétidos, alrededor de 20 nucleétidos, alrededor de 24 nucledétidos, alrededor
de 30 nucleétidos, alrededor de 40 nucleétidos, alrededor de 44 nucledétidos, alrededor de 50 nucleoétidos, alrededor
de 60 nucleétidos, alrededor de 70 nucleétidos, alrededor de 80 nucledétidos, alrededor de 90 nucledétidos, alrededor
de 98 nucledtidos o aun alrededor de 100 o mas nucleétidos (por ejemplo, al menos alrededor de 44-98 nucledtidos)
de una ubicacién CRISPR. En algunas modalidades preferidas, el término “porcion del mismo” significa al menos
alrededor de 10 nucledtidos, alrededor de 20 nucledtidos, alrededor de 24 nucleétidos, alrededor de 30 nucleétidos,
alrededor de 40 nucledtidos, alrededor de 44 nucledtidos, alrededor de 50 nucleétidos, alrededor de 60 nucledtidos,
alrededor de 70 nucleétidos, alrededor de 80 nucledétidos, alrededor de 90 nucleétidos, alrededor de 98 nucledtidos o
alrededor de 100 o mas nucledtidos (por ejemplo, al menos alrededor de 44-98 nucledtidos) de una o ambas
terminaciones (esto es, las terminaciones 5’ y/o 3’) de una ubicacién CRISPR. En algunas modalidades preferidas, el
término “porcion del mismo” se refiere a al menos alrededor de los primeros 44 nucleétidos en el extremo 5 de una
ubicacién CRISPR o alrededor de los ultimos 44 nucleétidos en el extremo 3’ de una ubicacion CRISPR.
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En algunas modalidades adicionales, el término “porcion del mismo” en el contexto de una ubicaciéon CRISPR
significa al menos el primero de alrededor de 10 nucleétidos, alrededor de 20 nucledtidos, alrededor de 24
nucleétidos, alrededor de 30 nucledétidos, alrededor de 40 nucleétidos, alrededor de 44 nucleétidos, alrededor de 50
nucledtidos, alrededor de 60 nucleétidos, alrededor de 70 nucleétidos, alrededor de 80 nucleétidos, alrededor de 90
nucleétidos, alrededor de 98 nucleétidos, o alrededor de 100 o mas nucledtidos (por ejemplo, al menos alrededor de
44-98 nucleétidos) en corriente abajo del primer nucledtido de la primera repeticién CRISPR en el extremo 5’ de una
ubicacién CRISPR o corriente arriba del ultimo nucleétido de la ultima repeticion CRISPR en el extremo 3’ de una
ubicacion CRISPR. En algunas modalidades preferidas, el término “porcion del mismo” se refiere a al menos
alrededor de los primeros 44 nucledétidos en corriente abajo del primer nucleétido de la primera repeticion CRISPR
en el extremo 5 de una ubicacién CRISPR o al menos alrededor de 44 nucleétidos en corriente arriba del udltimo
nucleostido de la ultima repeticion CRISPR en el extremo 3’ de una ubicaciéon CRISPR.

En algunas modalidades, el tamafio minimo de la secuencia duplicada es alrededor de 24 nucleétidos y el tamafio
minimo de la secuencia de marcado es alrededor de 20 nucleétidos. Asi, en algunas modalidades preferidas, el
término “porcién del mismo” en el contexto de una ubicacion CRISPR, significa al menos 44 nucleétidos.

En algunas modalidades, el tamafio maximo de la secuencia duplicada es alrededor de 40 nucledtidos y el tamafio
maximo de la secuencia de marcado es alrededor de 58 nucledtidos. Asi, en algunas modalidades, el término
“porciéon del mismo” cuando se usa en el contexto de una ubicacién CRISPR significa al menos alrededor de 98
nucledtidos. En algunas modalidades preferidas, el término “porcion del mismo” en el contexto de una ubicacion
CRISPR significa al menos alrededor de 44-98 nucleétidos.

Cuando se compara la ubicacién CRISPR o una porcién de la misma de la bacteria precursora y una bacteria
etiquetada, al menos alrededor de 10 nucleétidos, alrededor de 20 nucleétidos, alrededor de 24 nucleétidos,
alrededor de 30 nucleétidos, alrededor de 40 nucledtidos, alrededor de 44 nucleétidos, alrededor de 50 nucledtidos,
alrededor de 60 nucleétidos, alrededor de 70 nucledtidos, alrededor de 80 nucledtidos, alrededor de 90 nucledtidos,
alrededor de 98 nucledtidos, o alrededor de 100 nucleétidos (por ejemplo, al menos alrededor de 44-98 nucleétidos)
de una ubicacién CRISPR se comparan. En algunas modalidades preferidas, al menos alrededor de 10 nucleétidos,
alrededor de 20 nucledtidos, alrededor de 24 nucledtidos, alrededor de 30 nucledtidos, alrededor de 40 nucledtidos,
alrededor de 44 nucledtidos, alrededor de 50 nucledtidos, alrededor de 60 nucledtidos, alrededor de 70 nucledtidos,
alrededor de 80 nucledtidos, alrededor de 90 nucleétidos, alrededor de 98 nucleétidos, o alrededor de 100 o mas
nucledtidos (por ejemplo, al menos alrededor de 44-98 nucleétidos) en uno o ambos extremos de una ubicacion
CRISPR se comparan.

En algunas modalidades preferidas, al menos el primero de alrededor de 10 nucleédtidos, alrededor de 20
nucleétidos, alrededor de 24 nucledétidos, alrededor de 30 nucleétidos, alrededor de 40 nucledtidos, alrededor de 44
nucledtidos, alrededor de 50 nucleétidos, alrededor de 60 nucleétidos, alrededor de 70 nucleétidos, alrededor de 80
nucleétidos, alrededor de 90 nucledtidos, alrededor de 98 nucledtidos o alrededor de 100 o mas nucleétidos (por
ejemplo, al menos alrededor de 44-98 nucleétidos) en el extremo 5’ de una ubicacién CRISPR o en el extremo 3’ de
una ubicacion CRISPR se comparan. En algunas modalidades preferidas, al menos el primero de alrededor de 44
nucledtidos en el extremo 5’ de una ubicacién CRISPR o el ultimo de alrededor de 44 nucleétidos en el extremo 3’ de
una ubicacion CRISPR se comparan.

En algunas modalidades, al menos el primero de alrededor de 10 nucleétidos, alrededor de 20 nucleétidos, alrededor
de 24 nucleétidos, alrededor de 30 nucleétidos, alrededor de 40 nucledtidos, alrededor de 44 nucledtidos, alrededor
de 50 nucleétidos, alrededor de 60 nucleétidos, alrededor de 70 nucledétidos, alrededor de 80 nucledtidos, alrededor
de 90 nucledtidos, alrededor de 98 nucledtidos, o alrededor de 100 o mas nucleétidos (por ejemplo, al menos
alrededor de 44-98 nucleétidos) en corriente abajo del primer nucleétido de la primera repeticion CRISPR en el
extremo 5’ de una ubicacién CRISPR o corriente arriba del ultimo nucledtido de la ultima repeticion CRISPR en el
extremo 3’ de una ubicacion CRISPR se comparan. En algunas modalidades preferidas, al menos alrededor de loa
primeros 44 nucledtidos en corriente abajo del primer nucleétido de la primera repeticion CRISPR en el extremo 5’
de una ubicacion CRISPR o alrededor de al menos 44 nucleétidos en corriente arriba del ultimo nucleétido de la
ultima repeticién CRISPR en el extremo 3’ de una ubicacién CRISPR se comparan.

En algunas modalidades, el tamafio minimo de la secuencia duplicada es alrededor de 24 nucleétidos y el tamafio
minimo de la secuencia de marcado es alrededor de 20 nucleétidos. En algunas modalidades preferidas, al menos
44 nucledtidos se comparan. En algunas modalidades alternativas, el tamafio maximo de la secuencia duplicada es
alrededor de 40 nucledtidos y el tamafio maximo de la secuencia de marcado es alrededor de 58 nucledtidos. En
algunas modalidades preferidas, al menos 98 nucledtidos se comparan. En algunas modalidades preferidas
alternativas, al menos alrededor de 44-98 nucleétidos se comparan.

Como se usa en la presente, el término “Repeticion CRISPR” tiene el significado convencional como se usa en el
arte (esto es, repeticiones directas cortas mudltiples, las cuales no muestran o tienen muy poca variacion de
secuencia dentro de una ubicacién CRISPR dada). Como se usa en la presente, en el contexto, “Repeticion
CRISPR” es sinénimo del término “CRISPR”.
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Una ubicacion CRISPR comprende una o mas repeticiones CRISPR que existen en los espaciadores CRISPR. Asi,
la repeticiéon CRISPR corresponde a la secuencia repetida dentro de una ubicacién CRISPR. Por ejemplo, excepto
por la terminal repetida, la secuencia repetida tipica de la secuencia CRISPR1 S. thermophilus es:

5-GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC-3 (SEQ ID NO: 1)

Puntos de variaciones de esta secuencia repetida se observan pero son muy raros. En comparacion a esta
secuencia de repeticion tipica, la secuencia repetida terminal siempre muestra la misma variaciéon en el extremo 3'.
Los puntos de variaciones de esta secuencia repetida terminal también se observan pero son muy raros. Las
repeticiones de CRISPR pueden presentarse de forma natural en la bacteria precursora. Los nimeros de acceso al
GenBank de las secuencias CRISPR1 incluyen: CP000023, CP000024, DQ072985, DQ072986, DQ072987,
DQO072988, DQ072989, DQ072990, DQO72991, DQO072992, DQO72993, DQ072994, DQO072995, DQO072996,
DQO072997, DQO072998, DQO072999, DQO73000, DQO73001, DQO73002, DQO73003, DQO73004, DQO73005,
DQ073006, DQ073007, DQ0O73008, y AAGS01000003.

Como se describe en detalle adicional en la presente, una secuencia duplicada se deriva, puede derivarse, se
obtiene o puede obtenerse de una bacteria precursora. En algunas modalidades preferidas, la secuencia comprende
el ADN gendmico de una bacteria precursora. En algunas modalidades particularmente preferidas, la repeticion
CRISPR duplicada (por ejemplo, en la misma ubicacion CRISPR) se integra iterativamente, secuencialmente,
simultdneamente o substancialmente simultdneamente junto con la secuencia de marcado en la bacteria precursora
para dar una bacteria etiquetada.

El nimero de los nucledétidos en una repeticion es generalmente alrededor de 20 hasta alrededor de 40 pares base
(por ejemplo, 36 pares base), pero en otras modalidades es alrededor de 20 hasta alrededor de 39 pares base,
alrededor de 20 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 35 pares base, alrededor de
20 hasta alrededor de 33 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 30 pares base, alrededor de 21 hasta
alrededor de 40 pares base, alrededor de 21 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 21 hasta alrededor de
37 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 40 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 39 pares
base, alrededor de 23 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 40 pares base,
alrededor de 25 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de
25 hasta alrededor de 35 pares base, o alrededor de 28 6 29 pares base.

El numero de nucledtidos en una repeticion es generalmente alrededor de 20 hasta alrededor de 40 pares base,
pero puede ser alrededor de 20 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 37 pares
base, alrededor de 20 hasta alrededor de 35 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 33 pares base,
alrededor de 20 hasta alrededor de 30 pares base, alrededor de 21 hasta alrededor de 40 pares base, alrededor de
21 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 21 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 23 hasta
alrededor de 40 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de
37 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 40 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 39 pares
base, alrededor de 25 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 35 pares base, or
alrededor de 28 6 29 pares base. El nimero de repeticiones puede estar en el intervalo de alrededor de 1 hasta
alrededor de 140, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 100,
desde alrededor de 5 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 15
hasta alrededor de 100, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 25 hasta alrededor de
100, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 35 hasta alrededor de 100, desde alrededor
de 40 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 45 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 50 hasta
alrededor de 100, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 135, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 130,
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 125, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 120, desde alrededor de 1
hasta alrededor de 115, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 110, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 105,
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 95, desde alrededor de 1
hasta alrededor de 90, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 80, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 70,
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 60, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 50, desde alrededor de 10
hasta alrededor de 140, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 130, desde alrededor de 10 hasta alrededor de
120, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 110, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 95, desde alrededor
de 10 hasta alrededor de 90, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 80, desde alrededor de 30 hasta alrededor
de 70, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 60, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 50, desde alrededor
de 30 hasta alrededor de 40, o alrededor de 32.

En algunas otras modalidades, el numero de nucleétidos en una repeticion es alrededor de 20 hasta alrededor de 39
pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 35 pares base,
alrededor de 20 hasta alrededor de 33 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 30 pares base, alrededor de
21 hasta alrededor de 40 pares base, alrededor de 21 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 21 hasta
alrededor de 37 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 40 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de
39 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 40 pares
base, alrededor de 25 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 37 pares base,
alrededor de 25 hasta alrededor de 35 pares base, o alrededor de 28 6 29 pares base.
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En algunas modalidades, el nimero de las repeticiones esta en el intervalo desde alrededor de 1 hasta alrededor de
144, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 100, desde alrededor
de 5 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 15 hasta alrededor
de 100, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 25 hasta alrededor de 100, desde
alrededor de 30 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 35 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 40
hasta alrededor de 100, desde alrededor de 45 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 50 hasta alrededor de
100, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 135, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 130, desde alrededor
de 1 hasta alrededor de 125, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 120, desde alrededor de 1 hasta alrededor de
115, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 110, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 105, desde alrededor
de 1 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 95, desde alrededor de 1 hasta alrededor de
90, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 80, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 70, desde alrededor de 1
hasta alrededor de 60, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 50, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 140,
desde alrededor de 10 hasta alrededor de 130, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 120, desde alrededor de
10 hasta alrededor de 110, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 95, desde alrededor de 10 hasta alrededor de
90, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 80, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 70, desde alrededor de
30 hasta alrededor de 60, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 50, desde alrededor de 30 hasta alrededor de
40, o alrededor de 30, 31, 32, 33, 34 6 35 repeticiones.

En algunas modalidades, el nimero de las repeticiones esta en el intervalo desde alrededor de 2 hasta alrededor de
140, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 100, desde alrededor
de 5 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 15 hasta alrededor
de 100, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 25 hasta alrededor de 100, desde
alrededor de 30 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 35 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 40
hasta alrededor de 100, desde alrededor de 45 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 50 hasta alrededor de
100.

En algunas modalidades adicionales, el nimero de repeticiones esta en el intervalo desde alrededor de 2 hasta
alrededor de 135, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 130, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 125,
desde alrededor de 2 hasta alrededor de 120, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 115, desde alrededor de 2
hasta alrededor de 110, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 105, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 100,
desde alrededor de 2 hasta alrededor de 95, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 90, desde alrededor de 2
hasta alrededor de 80, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 70, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 60,
desde alrededor de 2 hasta alrededor de 50, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 40, desde alrededor de 2
hasta alrededor de 30, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 20, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 10,
desde alrededor de 2 hasta alrededor de 9, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 8, desde alrededor de 2 hasta
alrededor de 7, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 6, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 5, desde
alrededor de 2 hasta alrededor de 4, o desde alrededor de 2 hasta alrededor de 3.

En algunas modalidades, las repeticiones de CRISPR comprenden ADN, mientras en otras modalidades, las
repeticiones de CRISPR comprenden el ARN. En algunas modalidades, el acido nucleico es de origen genémico,
mientras en otras modalidades, es de origen sintético o recombinante. En algunas modalidades, los genes de
repeticion CRISPR son de hebra doble o hebra sencilla, se representan en la hebra sentido o antisentido o
combinaciones de los mismos. En algunas modalidades, los genes de repeticion CRISPR se preparan por el uso de
las técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, ADN recombinante), como se describe en la presente.

En algunas modalidades, una o mas de las repeticiones de CRISPR se usan para producir por ingenieria una célula
(por ejemplo, una célula receptora). En algunas modalidades preferidas, una o mas, preferiblemente, dos o mas
repeticiones de CRISPR se usan para producir por ingenieria una célula (por ejemplo, una célula receptora), que en
combinacién con uno 0 mas genes o proteinas cas y uno o mas espaciadores CRISPR modulan la resistencia de
una célula contra un acido nucleico objetivo o un producto de transcripcion del mismo. Por ejemplo, en algunas
modalidades, las repeticiones de CRISPR se insertan en el ADN de una célula (por ejemplo, plasmido y/o ADN
gendémico de una célula receptora), usando cualquier método adecuado conocido en el arte. En las modalidades
adicionales, las repeticiones de CRISPR encuentran uso como una plantilla para modificar (por ejemplo, mutar) el
ADN de una célula (por ejemplo, ADN plasmido y/o genémico de una célula receptora), tal que las repeticiones de
CRISPR se crean o producen por ingenieria en el ADN de la célula. En las modalidades adicionales, las repeticiones
de CRISPR se presentan en al menos un constructo, al menos un plasmido, y/o al menos un vector, etc. En
modalidades adicionales, las repeticiones CRISPR se introducen en la célula usando cualquier método adecuado
conocido en el arte.

En las modalidades adicionales, la presente invencién proporciona métodos para identificar una repeticion CRISPR
para uso en modular la resistencia de una célula contra un &cido nucleico objetivo o producto de transcripcion del
mismo que comprende las etapas de: (i) preparar una célula que comprende al menos un espaciador CRISPR y al
menos un gen cas; (ii) producir por ingenieria la célula de tal manera que contiene una repeticion CRISPR; y (iii)
determinar si la célula presenta resistencia contra el acido nucleico objetivo o producto de transcripcién del mismo,
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en donde la modulacion de la resistencia de la célula contra el acido nucleico objetivo o producto de transcripcion del
mismo es indicativo de que la repeticion CRISPR puede usarse para modular la resistencia.

En algunas modalidades adicionales, uno o mas genes o proteinas cas se usan junto con o en combinacién con una
o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones de CRISPR y opcionalmente uno o mas espaciadores CRISPR. En
algunas modalidades particularmente preferidas, los genes o proteinas cas y repeticiones de CRISPR forman una
combinacién funcional como se describe a continuaciéon. En algunas modalidades, las repeticiones CRISPR
comprenden cualquiera de los nucleétidos establecidos en la SEQ ID NOS: 1-22. Las SEQ ID NOS: 1-12 son de S.
thermophilus, mientras las SEQ ID NOS: 13-16 son de Streptococcus agalactiae, la SEQ NO: 17 es de S. mutans, y
las SEQ ID NOS: 18-22 son de S. pyogenes.

GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC (SEQ ID NO:1)
GTTTTTGTATTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGT (SEQ ID NO:2)
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGT (SEQ ID NO:3)
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACCGTACAAC (SEQ ID NO:4)
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTGCAAC (SEQ ID NO:5)
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAGCTGTACAGT (SEQ ID NO:6)
GTTTTTGTACTCTCAAGATATAAGTAACTGTACAAC (SEQ ID NO:7)
GTTTTTGTACTCTCAAGATCTAAGTAACTGTACAAC (SEQ ID NO:8)
GTTTTTGTACTCTCAAGATGTAAGTAACTGTACAAC (SEQ ID NO:9)
GTCTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC (SEQ ID NO:10)
AAAAAAGTCCCCTCTCGAGGTAATTAGGTTTATATC (SEQ ID NO:11)
GTTTCCGTCCCCTCTCGAGGTAATTAGGTTTATATC (SEQ ID NO:12)
GTTTTAGAGCTGTGTTGTTTCGAATGGTTCCAAAAC (SEQ ID NO:13)
GTTTTAAAGCTGTGCTGTTATTATGCTAGGGCACCA (SEQ ID NO:14)
GTTTTAGAGCTGTGCTGTTTCGAATGGTTCCAAAAC (SEQ ID NO:15)
GTTTTAGAGCTGTGCTGTTATTATGCTAGGACATCA (SEQ ID NO:16)
GTTTTAGAGCCATGTTAGTTACTGATTTACTAAAAT (SEQ ID NO:17)
GTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAAAC SEQ ID NO:18
GTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCTCCATTC (SEQ ID NO:19)
CTTTCAATCCACTCACCCATGAAGGGTGAGACG (SEQ ID NO:20)
ATTTCAATCCACTCACCCATGAAGGGTGAGACT (SEQ ID NO:21)
ATTTCAATCCACTCACCCATGAAGGGTGAGACC (SEQ ID NO:22)

Espaciador CRISPR

Como se usa en la presente, el “espaciador CRISPR” abarca secuencias espaciadoras no repetitivas que se
encuentran entre repeticiones directas cortas mudltiples (esto es, repeticiones de CRISPR) de las ubicaciones
CRISPR. En algunas modalidades de la presente invencién, un “espaciador CRISPR” se refiere al segmento de
acido nucleico que se flanquea por dos repeticiones de CRISPR. Se ha encontrado que las secuencias del
espaciador CRISPR frecuentemente tienen similitudes importantes a una variedad de moléculas de ADN mdviles
(por ejemplo, bacteriéfagos y plasmidos). En algunas modalidades preferidas, los espaciadores CRISPR se localizan
entre dos repeticiones de CRISPR idénticas. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR se identifican por
el analisis de secuencia en los extremos de ADN localizados entre dos repeticiones de CRISPR. En algunas
modalidades preferidas, el espaciador CRISPR se presenta naturalmente entre dos repeticiones directas cortas
multiples idénticas que son palindrémicas.

De forma interesante, las células que llevan estos espaciadores CRISPR no pueden ser infectadas por las moléculas
de ADN que contienen las secuencias homdlogas a los espaciadores (Mojica et al. 2005). En algunas modalidades
preferidas, el espaciador CRISPR es homoélogo al acido nucleico objetivo o un producto de transcripcion del mismo o
una secuencia identificada. Aunque la homologia puede también considerarse en los términos de la similitud, en el
contexto de la presente invencion se prefiere expresar la homologia en los términos de identidad de secuencia. Una
secuencia homologa se toma para incluir un espaciador CRISPR, el cual puede ser al menos idéntico a alrededor de
70, alrededor de 75, alrededor de 80, alrededor de 85, o alrededor de 90%, o al menos idéntico a alrededor de 91,
alrededor de 92, alrededor de 93, alrededor de 94, alrededor de 95, alrededor de 96, alrededor de 97, alrededor de
98, o alrededor de 99% a la secuencia de acido nucleico objetivo o un producto de transcripcién del mismo o una
secuencia identificada. En algunas modalidades preferidas, el espaciador CRISPR es idéntico alrededor del 100% a
la secuencia de acido nucleico objetivo. También se nota que el nimero de los espaciadores CRISPR en una de las
ubicaciones o ubicacion CRISPR dada puede variar entre las especies. Ademas, el numero de los espaciadores esta
en el intervalo desde alrededor de 1 hasta alrededor de 140, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 100, desde
alrededor de 2 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 5 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 10 hasta
alrededor de 100, desde alrededor de 15 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 100,
desde alrededor de 25 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 100, desde alrededor de
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35 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 40 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 45 hasta alrededor
de 100, o desde alrededor de 50 hasta alrededor de 100. En algunas modalidades preferidas, el nimero de los
espaciadores esta en el intervalo desde alrededor de 1 hasta alrededor de 135, desde alrededor de 1 hasta
alrededor de 130, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 125, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 120,
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 115, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 110, desde alrededor de 1
hasta alrededor de 105, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 95,
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 90, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 80, desde alrededor de 1
hasta alrededor de 70, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 60, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 50,
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 40, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 30, desde alrededor de 1
hasta alrededor de 20, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 10, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 9,
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 8, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 7, desde alrededor de 1 hasta
alrededor de 6, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 5, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 4, desde
alrededor de 1 hasta alrededor de 3, o desde alrededor de 1 hasta alrededor de 2. En algunas modalidades
preferidas, los espaciadores CRISPR se identifican por el analisis de secuencia como los extremos del ADN
localizados entre las dos repeticiones.

Como se describe en la presente, la presente invencion proporciona métodos y composiciones que facilitan el uso de
uno 0 mas genes o proteinas cas en combinacion con una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones de
CRISPR adecuadas para conceder especificidad de inmunidad a al menos un espaciador CRISPR en una célula
receptora. En algunas modalidades preferidas, al menos un gen o proteina cas y al menos una repeticion CRISPR
se usan en combinaciones funcionales para conceder la especificidad de la inmunidad a al menos un espaciador
CRISPR en una célula.

Como se usa en la presente, el término “especificidad de inmunidad” significa que la inmunidad se confiere contra
una secuencia de acido nucleico especifica o producto de transcripcion del mismo, usando un espaciador CRISPR
especifico o secuencia del pseudo-espaciador CRISPR. Como se indica en la presente, un espaciador CRISPR
dado no concede resistencia contra cualquier secuencia de acido nucleico o producto de transcripcién del mismo
pero solamente aquellas secuencias contra las cuales el espaciador CRISPR o pseudo-espaciador CRISPR es
homalogo (por ejemplo, aquellos que son idénticos al 100%).

En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR se obtienen de un organismo donador que es diferente de la
célula receptora. En algunas modalidades preferidas, el donador y las células receptoras son diferentes cepas
bacterianas, especies y/o géneros. En algunas modalidades preferidas, al menos un gen o proteina cas y/o al menos
unas repeticiones de CRISPR se obtienen de un organismo diferente al del organismo receptor. En algunas
modalidades preferidas, al menos dos repeticiones de CRISPR se transfieren. En algunas modalidades adicionales
preferidas, los espaciadores CRISPR se obtienen de un organismo que es heterdlogo al receptor o una célula
donadora adicional de la cual al menos un gen y/o proteina cas, y/o al menos una repeticion CRISPR se obtienen.
En algunas modalidades preferidas alternativas, los espaciadores CRISPR se obtienen de un organismo que es
homdlogo al receptor o una célula donadora adicional de la cual al menos un gen y/o proteina cas, y/o al menos una
repeticion CRISPR se obtienen. En algunas modalidades preferidas, los espaciadores CRISPR se disefian y
producen usando los métodos recombinantes conocidos en el arte. Efectivamente, se entiende que los espaciadores
CRISPR se producen usando cualquier método adecuado conocido en el arte.

En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR son heterélogos a la célula receptora de la cual al menos un gen
o proteina cas y/o al menos una, y en algunas modalidades, preferiblemente, dos o mas, repeticiones de CRISPR se
obtienen. En algunas modalidades alternativas, los espaciadores CRISPR son homadlogos a la célula receptora de la
cual al menos un gen o proteina cas y/o al menos una, y en algunas modalidades, preferiblemente, dos o mas,
repeticiones de CRISPR se obtienen. Efectivamente, se entiende que cualquiera de los elementos utilizados en los
métodos son heterélogos u homoélogos. En algunas modalidades, donde los elementos multiples se usan (por
ejemplo, cualquier combinacién de los espaciadores CRISPR, repeticiones de CRISPR, genes cas, y proteinas cas),
algunos elementos son homodlogos unos de otros y algunos elementos son heterélogos unos de otros (por ejemplo,
en algunas modalidades, los espaciadores CRISPR y genes cas son homodlogos, pero las repeticiones de CRISPR
son heterdlogas). Asi, en algunas modalidades, el espaciador CRISPR no se asocia naturalmente con la repeticion
CRISPR y/o genes cas y/o combinacién gen cas-repeticion CRISPR funcional. Efectivamente, se entiende que
cualquier combinaciéon de los elementos heterdlogos y homdlogos encuentra uso en la presente invencién. En
modalidades aun adicionales, las células donadoras y receptoras son heterdlogas, mientras en modalidades
adicionales, son homodlogas. También se entiende que los elementos contenidos dentro de las células donadoras y
receptoras son homaologos y/o heterélogos. Los elementos (por ejemplo, espaciadores CRISPR) se introducen en el
plasmido y/o ADN gendmico de la célula receptora utilizando cualquier método adecuado conocido en el arte.

Al menos un espaciador CRISPR se usa para producir por ingenieria una célula (por ejemplo, una célula receptora).
En algunas modalidades adicionales, uno o mas espaciadores CRISPR se usan en combinaciéon con uno o mas
genes o proteinas cas y/o una o mas, preferiblemente, dos o mas repeticiones de CRISPR (en algunas modalidades
preferidas, una o mas combinaciones funcionales de los mismos se usan) para modular la resistencia de una célula
contra un acido nucleico objetivo o un producto de transcripcidon del mismo, para producir por ingenieria una célula.
En algunas modalidades adicionales, los espaciadores CRISPR se usan como una plantilla para modificar (por
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ejemplo, mutar) el plasmido y/o ADN gendmico de una célula (por ejemplo, una célula receptora), de tal manera que
los espaciadores CRISPR se crean en el ADN de la célula. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR se
clonan en al menos un constructo, plasmido u otro vector, con el cual la célula receptora luego se transforma a
continuacién, usando cualquier método adecuado conocido en el arte.

En algunas modalidades adicionales, la presente invencion proporciona métodos para identificar un espaciador
CRISPR para uso en modular la resistencia de una célula contra un acido nucleico objetivo o un producto de
transcripcion del mismo, que comprende las etapas de: preparar una célula que comprende al menos dos
repeticiones CRISPR y al menos un gen o proteina cas; identificar al menos un espaciador CRISPR en un
organismo (por ejemplo, un organismo donador); modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula de tal
manera que tiene homologia al espaciador CRISPR del organismo donador que comprende el acido nucleico
objetivo; y determinar si la célula modula la resistencia contra el acido nucleico objetivo, en donde la modulacién de
la resistencia de la célula contra el acido nucleico objetivo o producto de transcripcion del mismo es indicativa del
espaciador CRISPR que modula la resistencia de la célula contra el acido nucleico objetivo.

En algunas modalidades preferidas, los espaciadores CRISPR comprenden o consisten en la secuencia de
nucledtido establecida para cualquiera de una o mas de cualquiera de las SEQ ID NO: 23-460 y/o SEQ ID NOS:
522-665. Las SEQ ID NOS: 23-339, 359-408, 522-665 son de S. thermophilus, mientras las SEQ ID NOS: 340-358
son de S. vestibularis, las SEQ ID NOS: 409-446 son de S. agalactiae, las SEQ ID NOS: 447-452 son de S. mutans,
y las SEQ ID NOS: 453-460 son de S. pyogenes.

(Contintia en pagina siguiente)
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AGAACGTATTCCAAAACCTCTTTACGATTA (SEQ ID NO:23)
TTAACTGTTATCAAAATGATAAGATAGTCT (SEQ ID NO:24)
CGTTGATGTTTATTCAAGTAAAATAATTAA (SEQ ID NO:25)
TCCTTTCACGGGTAGCACACTAACATACAC (SEQ ID NO:26)
GTTGGCAATGCAAACAACCTTTATGAACCG (SEQ ID NO:27)
TTTATTTCCTTGCGATAACGTTCCACCTTT (SEQ ID NO:28)
AGATTATAAGGAACACAACCAACTATATAG (SEQ ID NO:29)
ACGACATCAAGCTGATTGTCTTCTACATAA (SEQ ID NO:30)
TTTGGAATACTGAATGTTTTACTGAAAATC (SEQ ID NO:31)
ACACCACTATCTTTTCCTCCTGAAAATGAA (SEQ ID NO:32)
GTAATTCCACGAAATTATCAACCTTATGCA (SEQ ID NO:33)
TTGGAGGATTGCCCCATATTCCCAAGAGT (SEQ ID NO:34)
GAGAGGCGTTAAATATAGAAATGCAAGATT (SEQ ID NO:35)
TTTTAACGTCATCAGTCCACCGCCTTAAAT (SEQ ID NO:36)
CACCTCTTTCGATGGAAAGGTATCCTTCTA (SEQ ID NO:37)
GACCAAAGTTTGATTATAGAGCTATACACC (SEQ ID NO:38)
ACCATCATTCTTACCATTACAACTGTAATG (SEQ ID NO:39
ATACGAATTCGGTTCGCACAATTACAATTC (SEQ ID NO:40)
TATCAACGCAATCATTACAACAACTTCAAACA (SEQ ID NO:41)
ATCTACGTGTCAATACATATCACAAAACAG (SEQ ID NO:42)
ATTTTTAGAAATTTCTGATATAATAATGA (SEQ ID NO:43)
TTGTTGGAACAAGGACGACTTGGTAAACTA (SEQ ID NO:44)
CATATTAAGCTGACTGGGCCTAATGCTTTT (SEQ ID NO:45)
TTCATAGCATACCGTAGTTGTAAAATCTAT (SEQ ID NO:46)
AACATTTAGGGAATGAAATTGATAAGACTG (SEQ ID NO:47)
AACATGAGAAACTGTAGAAAACAAGCAATA (SEQ ID NO:48)
TGGTGAAGATGGCAGTCATAAATGGCACATT (SEQ ID NO:49)
AAGGGTTGAAAAATGTTGGTATATCAAACG (SEQ ID NO:50)
TTCTGGTAGTGGATTTAGTCAAACAGATGT (SEQ ID NO:51)
TCCATAGAGCGTCTTAAACAAAGAATAGTC (SEQ ID NO:52)
TTATGATTGAATGACATGGTTGTATAAGTA (SEQ ID NO:53)
TTTCTTTAGGAATACCAGGGAGTTCAGCTT (SEQ ID NO:54)
TGGCAGAGATTACACAGCAACGGAAACAGC (SEQ ID NO:55)
GGGTATCATTGTATCTAGTGATGGACCTGA (SEQ ID NO:56)
ATTTGAAAAATGCACAACAGCGTTTGATAG (SEQ ID NO:57)
GAGCTACCAGCTACCCCGTATGTCAGAGAG (SEQ ID NO:58)
CGTTCCTTTTTTCAAGGTAATCTTTGAAAG (SEQ ID NO:59)
AAGTCCGTAAGCACCAGTTCCAATCGTCAT (SEQ ID NO:60)
TTGAATACCAATGCCAGCTTCTTTTAAGGC (SEQ ID NO:61)
AACCTCATACATGGGGAAAATTGGTAAGTA (SEQ ID NO:62)
TAACTTCATTAGTGTAGTTGTAATTAGCAT (SEQ ID NO:63)
TTAGCTACCCAAATATCTTCTGTTTTCCAA (SEQ ID NO:64)
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GAGTTTTCAATATTGGCACAGGAGACAATT (SEQ ID NO:65)
TGATACTATTTTAGTCAGATATGAAATATC (SEQ ID NO:66)
TCATCAATGTTTAAAGCCCAACAATACATGA (SEQ ID NO:67)
TAGATTTAATCAGTAATGAGTTAGGCATAA (SEQ ID NO:68)
AGGAAAATAGCATGAGCGTACAACAATCTA (SEQ ID NO:69)
TGTCTATCACGCTTCCTAAGTGCATGAAAA (SEQ ID NO:70)
ATGTCACCAATCACTAAAGAACCTACGCTG (SEQ ID NO:71)
AACATCTTCCTCTCCGATTGCAAATAGTGC (SEQ ID NO:72)
CATATTTGGTGCCCGTTCGATAAAGAGTA (SEQ ID NO:73)
CATTAAATCGCTTGAAGCAGACATTGAAGC (SEQ ID NO:74)
GACTTATCTTGGAAGGTAGTGAAGGCACTT (SEQ ID NO:75)
TCCTTGCCATCTGCACTGTAAGCCCAAGCA (SEQ ID NO:76)
TAGTACGCATAATCAATTCATCAAGCTTGA (SEQ ID NO:77)
GTAGTGACCCAAAATTCTATGACCTTGAAA (SEQ ID NO:78)
AGATTGTGGTGCTTACGGAAAATTCCTTGT (SEQ ID NO:79)
TGGCAAGAAGTGTAAGAGATGCAATGGATA (SEQ ID NO:80)
TTTATTATCATTATTCTTCTTCCCAAGCGT (SEQ ID NO:81)
TTTTATAGAATTTGGTGGTGAACTTTTTCA (SEQ ID NO:82)
AATGGGTCACAGATTGCCATAATAAGGAG (SEQ ID NO:83)
CCGAGGTCACTTTAGAACCCACAAAATAAG (SEQ ID NO:84)
ATGAGAGAACACAGTATAGACCCTGATACA (SEQ ID NO:85)
CAGTATTAATGAGGTTTGGGTGGTCATTCC (SEQ ID NO:86)
CCATACTCTCTATCAGTTCATTTAATTCTTC (SEQ ID NO:87)
TAATATGTCGCTCTACTGATTCCAAAACGG (SEQ ID NO:88)
ATGAATTACATTCATGATTTTATCGAGTTT (SEQ ID NO:89)
CGTGCCATTGTTTCGGTCGGACGTGGGCA (SEQ ID NO:90)
CTTTCTAAGTTGAATTAAATTCAAGTTTTG (SEQ ID NO:91)
TCGCTACTATGGTTAACGATGAGGAACTCT (SEQ ID NO:92)
AGCAACTTTAAAACTAAAAGAGCTACTTGA (SEQ ID NO:93)
AAAACCCTACACAGTGTGTGAGATGTGTCA (SEQ ID NO:94)
AATGGGTCACAGATTGCCATAATAAGGAGG (SEQ ID NO:95)
TTTTTTAAAATCCGTCATGCTATACTATAT (SEQ ID NO:96)
AATTCAAACTTTCTCCAATAATACCCTCCA (SEQ ID NO:97)
CATGCTTTCAGTTAATAAGACGTGGGACTA (SEQ ID NO:98)
TGGAAGGGGTGTCTAGTGAAGAAATTGTCG (SEQ ID NO:99)
CTCGAAGCGCTTCATTGCCCTATTCCTTTC (SEQ ID NO:100)
ATGTCTAAGGTATCCACTCGTGAAATCAT (SEQ ID NO:101)
ATATTAATGGAAATTTCATTCAAACGCAGT (SEQ ID NO:102)
TAGAGAGTTTATATCCTGATGGAATCGATG (SEQ ID NO:103)
TGGCGAATTAGAGAGCCAATGGCAAGCAAG (SEQ ID NO:104)
AGAAGACCAATAAACTTGAGAAAAAGCAAG (SEQ ID NO:103)
AAATGGTCGTTTAATTGTTAATGTCAAAGC (SEQ ID NO:106)
CAATTGATTCTAAAATGCTTGGTACACGTA (SEQ ID NO:107)
TCTTCGTGTTATCACAGCTTCTACACGTTG (SEQ ID NO:108)
GAAATCTCATTGAAACCAACTTCAAGACCA (SEQ ID NO:109)
TGCTTGGTAGTTGATGCACTGCATTAGTAA (SEQ ID NO:110)
AATGTACCGGAATAGCGTTACATTGCACAT (SEQ ID NO:111)
TTCATAAATTCTCACTTTTCCTTGCTATTC (SEQ ID NO:112)
TGTCGAAAAAATTACCTAGTCACGACAGAC (SEQ ID NO:113)
CAACAATTACTTATGCATTAGGAACATCTG (SEQ ID NO:114)
AATTCGTGAAAAACAATAAAAACAAAAAAA (SEQ ID NQO:115)
TAACATTTCTGTCCATTTCTTCCTTGATGC (SEQ ID NO:116)
CAAGGCAACTCAACCAACCAAATTGACC (SEQ ID NO:117)
CTAAAATCGTAAATGGTAAGTTGCACGATG (SEQ ID NO:118)
AACGTAAGGAGTTTTTTTATTTCTTTGTTA (SEQ ID NO:119)
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GTGGAAAATTTCACACCCTACATATATCAA (SEQ ID NO:120)
CCTCTGCTAATGACTTAAACGGCTCGTTTT (SEQ ID NO:121)
AAAATCAAAGTTTTGGGTTTGTCTACGTTG (SEQ ID NO:122)
ATATGTACATACCTAAAGAAAACACGGGCA (SEQ ID NO:123)
CGTTGTCAAAATATGTGATTACTTTGTATT (SEQ ID NO:124)
CCATAGCTGTAATGTTGTTTGTGACTGCTT (SEQ ID NO:125)
CGCTAAGTTTGGCTTTAAGTATAACAAGCT (SEQ ID NO:126)
AAAGTACGCTTCAAGGCACGTTGAAGACAT (SEQ ID NO:127)
CTTTTTAACGTGTTAGCGTCTTTAGCTTTG (SEQ ID NO:128)
TTGGCTTCGTGAATAATTTTTAAAACGCAT (SEQ ID NO:129)
TGTTGAATCAATACGCTGAAACACACTCCC (SEQ ID NO:130)
CGTTATCAGTTGAAAGTTTCAACTCGTAAG (SEQ ID NO:131)
TAAACTAGTTGGCATCTATGCTCCAGGAAG (SEQ ID NO:132)
TAGACCACCATAGCCGAGTTGTCTTTTTCG (SEQ ID NO:133)
ACATCCCACTTTCTGGGTTTTTTAGCCATG (SEQ ID NO:134)
AGTATGGCTATTGTCCTGATACTCATCCAC (SEQ ID NO:135)
CGCTCTTGACGTGGCTGGTGACATCTACGC (SEQ ID NO:136)
GAGTACATGGAGTTTCTGCTAGATACACTA (SEQ ID NO:137)
TAAGTTATGAAATATAAAGTTATTGTCTA (SEQ ID NO:138)
AACGTTATGACATTTAGGAGCTTCCAAATT (SEQ ID NO:139)
AACACAGCAAGACAAAAGGATGACACTTT (SEQ ID NO:140)
CAACCATAACTTACGCATCAGGTACATCTG (SEQ ID NO:141)
ACACGCGCTTACCTCGTATATCAAATTCA (SEQ ID NO:142)
TGCCCGCAAACTAGCGATACACAACAGCAT (SEQ ID NO:143)
CTCAAGCTCTTCATCTGTGATAGGTGTTTTG (SEQ ID NO:144)
ATCACTCTTTGATAGTATCTCAAACGCTGG (SEQ ID NO:145)
GAAACAGTCAGACCAGCTAATTCGCCAATT (SEQ ID NO:146)
ATATTTCGAAAGATACAAGGACACTTACAC (SEQ ID NO:147)
GCGGATGAAACACAACTTCAATTGTATTCA (SEQ ID NO:148)
TAATGCTACATCTCAAAGGATGATCCCAGA (SEQ ID NO:149)
ACGTCTGTCTAACTGGAAAGTACCTGCTAAT (SEQ ID NO:150)
CTGTTCTCTAATCGAGAGGCGCGTGATTGA (SEQ ID NO:151)
AAACCTCACTAGTCACTTAGTGCGGTTAGG (SEQ ID NO:152)
TATTAAGTTTAGTCCCAGGTTTCTTATCGT (SEQ ID NO:153)
AAACCAATAAACATACCGATTGCTGCCAAT (SEQ ID NO:154)
GCAAACGTTAGCCCAGGAAAGCATCATGAA (SEQ ID NO:155)
AAGAGCAAAAAATAACTCTAGCTCTCGTCC (SEQ ID NO:156)
AAGAAACCTCTAAGTTGAGCATTTAATGAT (SEQ ID NO:157)
ATATAGTTTTAAACTTTCTTGACCTTCTG (SEQ ID NO:158)
ACGTTGATGAATATTGTTGATAAACTTTA (SEQ ID NO:159)
CAAGAAGTGAACAAAGTACACGCTGGAAGT (SEQ ID NO:160)
GACAGCAAGATACACGTAGTTGATGAATTG (SEQ ID NO:161)
TAAGAAATCAACGCAGATTTTTAGCCAACA (SEQ ID NO:162)
TAACCCAATAATTACAGTGAAGCACAATAG (SEQ ID NO:163)
CAGGCGTAAGGTATGCTAATTATAACGAT (SEQ ID NO:164)
GCTATCGAACTAATAGCTTAGAGGAACTCA (SEQ ID NO:165)
GTGGAATATTAAGCCCGAATTGTTGCAGCA (SEQ ID NO:166)
TATTGCAATATTTGCGTTTGGGAAACCTTC (SEQ ID NO:167)
CGTCTGTCTAACTGGAAAGTACCGGCTAAT (SEQ ID NO:168)
AAAGAGATGTACCCATCCATTCTAACAGGT (SEQ ID NO:169)
GGGGAGTTGATTTCTTACATCAAAACAATG (SEQ ID NO:170)
CATCAAAGTTGAAAAGGACTACAACAGCCC (SEQ ID NO:171)
CTTAAATTTAGAGCGTGGGATCTTGAATAT (SEQ ID NO:172)
ATATACCGATGGCACATCTGAAACTGGCTG (SEQ ID NO:173)
TAACTCATATGTATCTTGACCAACTATTTT (SEQ ID NO:174)
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AAATAGCACCTCTAAGCGTTAATGGTATTC (SEQ ID NO:175)
AATATCTACAGGTCACTACAAAGCTACGCT (SEQ ID NO:176)
GTTGGGGTGTGTTTGTAACGGCGTATGCTA (SEQ ID NO:177)
TCAATCAGGTGACGGTGATGCTTATATTAA (SEQ ID NO:178)
CATACATGATAGTTTGTCAACACTTTTGAT (SEQ ID NO:179)
TCAGCATTTGGTTTACATGACCCACGTCTG (SEQ ID NO:180)
CAATCAACAGGTTTGACTGATTATAACGGT (SEQ ID NO:181)
TAGCTACACATGAATTTTATTACAATGGTG (SEQ ID NO:182)
CTTACGTTTGAAAAGAATATCAAATCAATG (SEQ 1D NO:183)
TTAAAAAAGGGCCTTTCTCTAAATCAAGTA (SEQ ID NO:184)
TGCTGAACGTATCTGTCCACTGTGTGGCCA (SEQ ID NO:185)
CCGTTCTTCAAACGTTAAATTCCAAGGTGT (SEQ ID NO:186)
GCTGCGATTATGACAATGCTGTCTGTAAGG (SEQ ID NO:187)
GAAGAATTTATTAATAAAGATGGTTCTGCT (SEQ ID NO:188)
AGGCAGAAAAGAAGTATTTTGGTAAGTATG (SEQ ID NO:189)
AAATGGTTTATCGACAAGAAAATGAAGCT (SEQ ID NO:190)
CCAAATTTGCATTATACAAAACGCTCCTTC (SEQ ID NO:191)
ATCCTAACTGCTTTGCTAACTACATCATGG (SEQ ID NO:192)
TAACAAGATAAGATTAGCGTCTTCAACAT (SEQ ID NO:193)
AAAAGCCTATGTTTGCCCACTTTGTGGAAG (SEQ ID NO:194)
TGTCACTTTCTCTTTCTGGGTTGTGCCAAT (SEQ ID NO:195)
CATACTTTTCCATCTGTTTGTTGTTTGAAAA (SEQ ID NO:196)
TGAGAGTGTCTGATGGATTTATTGGCAGCC (SEQ ID NO:197)
GGGGTTATTTTCCATTTTACCGTCTATCTA (SEQ ID NO:198)
TATCACGCCCATTTTCATTTCGCCATCTGT (SEQ ID NO:199)
AACATTTTAATATAATTTCTAAATCTATTG (SEQ ID NO:200)
TACAAAATTCCTTCAAACGCTATTTATTGA (SEQ ID NO:201)
AGAGTTTGAAAATTATTTTTCAGTTTCTA (SEQ ID NO:202)
TTCCTCATCTTTCTCCGCTTTTGCTAGCTT (SEQ ID NO:203)
TTGAGCGTTCTAGTGTGTGGCTTGTAATGAA (SEQ ID NO:204)
TGAAAGAAATACAATACAACGATAATGACC (SEQ ID NO:205)
CTAGTTTTAAGAGATAGCTCTCTAAGTAGG (SEQ ID NO:206)
AAATTCGACATAAGCACTACAGTTATATT (SEQ ID NO:207)
CTATTTTCGAGAGAACGTCAGTCATTTTAA (SEQ ID NO:208)
GTGCTAACTATATCAGTCGCATCAATAACA (SEQ ID NO:209)
TTAGCGGTGATTGGAATAGAATAAGCGAAT (SEQ ID NO:210)
CTTCTACAGCAGTTTAAGACACATTATCAT (SEQ ID NO:211)
CGTATCGAAAACGGCGATAATCCAACAGT (SEQ ID NO:212)
CAATACCTTTTTTTAATTCATCTTGATAAGT (SEQ ID NO:213)
TTAAGAACAATATCATCAATACGACTTTCA (SEQ ID NO:214)
CATCTATCAAATTCAAATTCGGATAAACTA (SEQ ID NO:215)
TGAGAGTGTCTGATGGATTTATTGGTAACC (SEQ ID NO:216)
ACCTCATACATGGGGAAAACTTGTAAGTA (SEQ ID NO:217)
TATTTCACGAATTTCTACACTTTTCAACCT (SEQ ID NO:218)
CTGAAACCTTGTTTTGAAGCGCTTGGAAGT (SEQ ID NO:219)
GTCAATTGATACTGCAATCTCTTTAACATT (SEQ ID NO:220)
ACTTCAATATGGTCAACATCTTGATCACCGA (SEQ ID NO:221)
TAAACTCGACAAAAGCACTACATGAATATT (SEQ ID NO:222)
ATTTTTTAAGGAAAGGAGGAAAATAATATA (SEQ ID NO:223)
CGTTCAAAACAGCGAAAACTTAACCCTAAC (SEQ ID NO:224)
CATTAAGTCGCTTGAGGCAGACATTGAAGC (SEQ ID NO:225)
CCAAACTCAAATTGTCTATAATAATAACCG (SEQ ID NO:226)
TATCTCTATTTCAGGTGGTTTAAAACATTC (SEQ ID NO:227)
AAACGAAGATGGAAGCGTTGATGTTTATTC (SEQ ID NO:228)
GATTGCATTTGCCAGTATTTCTTTTGATTA (SEQ ID NO:229)
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TGAAGACAACGGAAACAATCAACCTATTA (SEQ ID NO:230)
ACTTCTTTTTTAATGTCATCTAAGACAATA (SEQ ID NO:231)
GCCAATGATGTTCAATTCGTTAATGGAATT (SEQ ID NO:232)
TCAACATGGGATATTTCGTTGGTCAGGATG (SEQ ID NO:233)
TATGGCTCTCTTGTTGGAATAAAGATGATT (SEQ ID NO:234)
ATAACATAGCAGTCTATTTCTTTGCTGATG (SEQ ID NO:235)
GTTACCACGCGCCCTACTGTATTAGTGGAG (SEQ ID NO:236)
TACATACCCAAGGTTGTAAGTCGTTAAATT (SEQ ID NO:237)
TGTAAGTAGTCAATATTCACTTCTGATAAC (SEQ ID NO:238)
GATAGCAATAGCTTTCTTGACCTAAAAGAC (SEQ ID NO:239)
GAGGTCTGTAATTTCATTCCCTCGTAATCT (SEQ ID NO:240)
AAAGGTTTCTCTAAACACATGCGGAATAT (SEQ ID NO:241)
GTCATAGTACCAAGCACAAATAACGTTAGT (SEQ ID NO:242)
GTGTATTTAGTAATGGTGATTTTTTAAATT (SEQ ID NO:243)
CATTCATTTTTTATATATCAATAAAACTTT (SEQ ID NO:244)
GGGGATTCTTATTTCACTGTAGTTACGATG (SEQ ID NO:245)
CAAAAATTGATGTCACAATTAATAAAGGTG (SEQ ID NO:246)
CTATTTCTGACAATGGTTGAAATTGTGTTC (SEQ ID NO:247)
CTTTTTTTAAATTAATTTATCGTAAGCAA (SEQ ID NO:248)
AACAAACTTATGAGAACGGTTGAACGGCTT (SEQ ID NO:249)
AGCCCGCTTATTGCTTCAGTTGGTTTATAT (SEQ ID NO:250)
TGGAGCAACAAGAATGATTAACTCTAATGC (SEQ ID NO:251)
TTTGATGGATATCATTGATAAACTATACGA (SEQ ID NO:252)
TAACGAAAGCAATACCAATCGTGCTAAAGC (SEQ ID NO:253)
TATTCCTATGGTCGATATTCGAACAGTCAA (SEQ ID NO:254)
CAGGGGACAAGGACTTTGACCCAACAGAAG (SEQ ID NO:255)
AGAAACACCTAATGGTCTCTTAGAACCCGA (SEQ ID NO:256)
AAGAAGTTAAAGACAACTTTGTTAAAGACT (SEQ ID NO:257)
GAAAAAGCATCCATGATAGTGCTTAGACCT (SEQ ID NO:258)
CGGAATGGTATAAAGAATACAAAGAAAACG (SEQ ID NO:259)
CCAAGTATCACGCAAAGAAATCAACGAGA (SEQ ID NO:260)
TTGACCTGTTTATCCTTGTTAACTAGAATAG (SEQ ID NO:261)
AGAGCACTAGCATACTGTTTAGTCCGAACG (SEQ ID NO:262)
AGGCAAGGTATTTGATCCAACAGAAGCCAA (SEQ ID NO:263)
CATGATTTACAACCACGCGCTAGACCAAG (SEQ ID NO:264)
ACCTAGAAGCATTTGAGCGTATATTGATTG (SEQ ID NO:265)
AATTTTGCCCCTTCTTTGCCCCTTGACTAG (SEQ ID NO:266)
TAATAGTTTACCAAATCGTCCTTGTTCCAA (SEQ ID NO:267)
ACCATTAGCAATCATTTGTGCCCATTGAGT (SEQ ID NO:268)
ACGTCTGTCTAACTGGAAAGTACCTGTTAAT (SEQ ID NO:269)
TTTTTATACTTTGGGTAATTACAAAATAG (SEQ ID NO:270)
AAGAAAGAAATATTCTAGATATAGATATAA (SEQ ID NO:271)
CAACGACCAACACAACAACTAAAGTTACTG (SEQ ID NO:272)
TGATTATGGGTGTTAAACAAGGAGCTTATG (SEQ ID NO:273)
TGAGTGGTAAGTACAAATACGCAGGACTGA (SEQ ID NO:274)
TTATTTCCTCCTTTCCTTAAAAAAATTAGA (SEQ ID NO:275)
GGATGTATCTGTTGAAAGAGGTGTGTATAT (SEQ 1D NO:276)
AATAGGTGAAAAATATGCAAGTCACACAAA (SEQ ID NO:277)
AAAATGGCATTAAAAATTAACATAGGAATA (SEQ ID NO:278)
TATCAGCTCGTAAATGTTCGATAGACTCTT (SEQ ID NO:279)
ATTCCATTAACGTATTTGACTTCACTAGCT (SEQ ID NO:280)
CTGTTACCGATCCAAGAGCAGACATCATAC (SEQ ID NO:281)
AAGAAGCGGTTAAATGCTTCAACTGAATAG (SEQ ID NO:282)
AATTGCTAAACATCTAAAAGACTTAACGGG (SEQ ID NO:283)
GATGAAGATTTGACTGATGATAAAGAGAAA (SEQ ID NO:284)
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GACATCAGAAAGCAGTTTATAAATATTTTA (SEQ ID NO:285)
TTTGAATTTAACAACCTTGATTTTGATATC (SEQ ID NO:286)
TGATACGGTCAAAGTTTTTCCACTAATAGCG (SEQ ID NO:287)
ATGGTTTTCATTTCCTGAACCCCTAAGAGG (SEQ ID NO:288)
AAGTTATTGAAAAACGCCAACATGATGAGT (SEQ ID NO:289)
ATATAAGTCCTCCTATTAATATCCACAATA (SEQ ID NO:290)
TTGCCTCAAGAGATCCTGCTTGTTGCCAAG (SEQ ID NO:291)
TCCCATAGTTTTAATGAGTCGGTTAACTTA (SEQ ID NO:292)
GTGTACTAAAAGTGTGCTAAGTTCATAAGG (SEQ ID NO:293)
ATATAGTGATTGTATCCAGCTGCGGCGTAG (SEQ ID NO:294)
AAAAGCAAATCGCGAGTATAAAGGATATA (SEQ ID NO:295)
TTTTAATTGATCTAGACACCCTATGAAATA (SEQ ID NO:296)
ACAGAGGAGAGAAACCATGGCTATTTTAGA (SEQ ID NO:297)
TGGCAGCAGTGAATTCGATGCCGAGCAAT (SEQ ID NO:298)
CCAAGGAATACCAGGTCCTAAAGGTGCCGA (SEQ ID NO:299)
CTAAATGAACTACAACAACAGCTTGATGA (SEQ ID NO:300)
TACCTTAACATTTTCGATATTTTTCAAATT (SEQ ID NO:301)
TTTGACTGCTTTTTTATCTGAATTGTAATT (SEQ ID NO:302)
CAGTAACCTAAAGCTCTATCAAGCCTATTT (SEQ ID NO:303)
CGTCAAGCTGACAGACCTTGACAACAAATC (SEQ ID NO:304)
AGGCATAAATAACATTGATAACCCTAACA (SEQ ID NO:305)
GCCAACGAGGTCAAATATGTCAACGGCATT (SEQ ID NO:306)
GAAATAGGAACTTCAAAGGTAATTTCTTTA (SEQ ID NO:307)
ATTTAGAGCAAGGAAAGCAGTACATCATTA (SEQ ID NO:308)
CTGTAATCATTTTTAAATCAGGATTATCAA (SEQ ID NO:309)
TTAAATGTATCCTAGTATTTTTGTACTATA (SEQ ID NO:310)
CCATCAGCCAACTGTATCGGCTACTTTCTA (SEQ ID NO:311)
ATGCTCTTGGCGACTATCTCATGGAGCGTG (SEQ ID NO:312)
AGGAAAAAACCCAAACAACCCAAAATGTTA (SEQ ID NO:313)
TCTAATTCTGTCACCACGACTATATCGCCA (SEQ ID NO:314)
AATCTGTGTGGGAAGTAAAGATTGAAGATG (SEQ ID NO:315)
ATAGTTTGTTAAGTCATACCCATTAAATTG (SEQ ID NO:316)
TCCACATGATTACAAAGCCACGCAAGACCT (SEQ ID NO:317)
GAAGACCAAAATTTGACAATGAGTCCTGC (SEQ ID NO:318)
ATTATATTTAAGTTGTAAATGTTGCTTTTC (SEQ ID NO:319)
GCAGACATTGGCTCAACAAGTGATTATGAA (SEQ ID NO:320)
TGTTCTCATAAATTGCCTTTCCTTTTTATG (SEQ ID NO:321)
CTTATCAAACATCAAGGATTGTAGATGAGG (SEQ ID NO:322)
ATTTCATTAGTAGCTTGATAAATGTTTCTA (SEQ ID NO:323)
GAAAATACTATACTTTAAAAGAAATTTTAA (SEQ ID NO:324)
TCTCCTCCGACATAATCTTTTGTCTTTCCG (SEQ ID NO:325)
ACAAAAGCACTGCCACCTATAGAAGCATTT (SEQ ID NO:326)
AAAAACTTTATGCTATCCGTGTCAGTATAT (SEQ ID NO:327)
TTTTCAATGATTGAAAGCCCATAACTAACA (SEQ ID NO:328)
CTTTCATAGTTGTTACGAAATGTTTGGCAT (SEQ ID NO:329)
CGATTTGCAATATGATGATATTGATGAATT (SEQ ID NO:330)
TTTAGATGCTAGTCCTAAGACTGTAGAGAC (SEQ ID NO:331)
GTAATCAAGCGTATATAAGTCAGGACTATC (SEQ ID NO:332)
ATAACAGAAGGAGTAGGGGACGTAGGCGCG (SEQ ID NO:333)
TTATTTGATAGGAATGTCAGTAATTTTTGA (SEQ ID NO:334)
AACATTTCAGCGCTTACTTATCAATCTAAT (SEQ ID NO:335)
GTATTAGTAGGCATACGATTATGGAAGTA (SEQ ID NO:336)
CATATATATATATATATTTATTTTAAATAT (SEQ ID NO:337)
TTGTCATAATAATTAAATCCAATAGGACTT (SEQ ID NO:338)
GAAAATTTCTGTTGTGTTCTTAATATTAGC (SEQ ID NO:339)
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GTACTTCAAAGGTTCTAACTACATAACACA (SEQ ID NO:340)
TAAAACCAGATGGTGGTTCTTCTGATACTA (SEQ ID NO:341)
CATTTTCTTCAGTCAATTCGTTCTCAAGCG (SEQ ID NO:342)
AAAGGACGGGGGCAATGAACAAACGACAAC (SEQ ID NO:343)
TAATATCATTGATAGCTTCATCAAAGGCT (SEQ ID NO:344)
TAAATTGTTCCTTGACTCCGAACTGCCCT (SEQ ID NO:345)
AAACAATCGTTTATCTATCCTCAAAGGATG (SEQ ID NO:346)
ATAAAAAAACGCCTCAAAAACCGAGACAAC (SEQ ID NO:347)
TGGAAATCCCTTATATCGACAAATACGTTA (SEQ ID NO:348)
TTCCCAGTCGTTGATTTTTATTGAATACCC (SEQ ID NO:349)
GGACATCGAACAAGTCAATGCCGTAAGCTT (SEQ ID NO:350)
AATCTTTAACCGGATTGTAGAACCGTTCGG (SEQ ID NO:351)
TGCCTTTAAAATAACTAGATTTTACCATCA (SEQ ID NO:352)
GAGCAAGCACAAGCAAGCTTTACTATCCT (SEQ ID NO:353)
CAGATTGGTTTATCGAACAAGGTCGCAAGT (SEQ ID NO:354)
CAAAAGCTGTTGGTTAACGGTGCTTTGGGCA (SEQ ID NO:355)
CTTGTTTTTCCTCTGGGGTCTCTGCGACTT (SEQ ID NO:356)
GAAATAAACTGCCCAAACATTTTTATTTTC (SEQ ID NO:357)
TGAGTAAGCGACAAGCTAGAAATCAAGTCA (SEQ ID NO:358)
ATAGCTAAGATGGAAGAAGCATCAAGCACC (SEQ ID NO:359)
CAGTATCTCAAACGCTGGATACAACAAGAT (SEQ ID NO:360)
CCTACTCAGTGGACACCTGCAATTGAAGAC (SEQ ID NO:361)
CGATTGGAACGGGTGCTTATGGCCTTAAC (SEQ ID NO:362)
GCGAACAATTGAATTTGTTAGAAAATGTCG (SEQ ID NO:363)
GAAGCATTTATTAATATAGATGGTTCTGCT (SEQ ID NO:364)
TGCTGACGTATCTGTCCACTGTGTGCCA (SEQ ID NO:365)
TTTTTATACTTTGGGTAAATTACAAAATAG (SEQ ID NO:366)
TCAAGGTGTCGCCTTATGGAAAAGATGCTTG (SEQ ID NO:367)
TGTAAAAATTTCTAGACGTTTAGACACTTTA (SEQ ID NO:368)
AAATGATGATTGAATGCTTGAGATAGCAGT (SEQ ID NO:369)
AATAAGAAGTTCTTGACGACCAACCGACAT (SEQ ID NO:370)
TCGTCAACGTCGATACAGAACAACGTGCTT (SEQ ID NO:371)
TGATTAGCAAATTTAAAACAGGATATTTGG (SEQ ID NO:372)
AAAGACAAGCCCAAGGGATTGAACTAGCAA (SEQ ID NO:373)
CGAACAGTTGGCGAGAAATCCGTCTGGCGT (SEQ ID NO:374)
CTACATTATTGATCATGTTTTTTCTCCTGT (SEQ ID NO:375)
TAGAAGGCTCTGGAAATACAAAGCAATTCT (SEQ ID NO:376)
TAGAAGGCTCTGGTAAATACAAAGCAATTCT (SEQ ID NO:377)
TCTGATGGCTCTTGGTAGGGAACTGGATAT (SEQ ID NO:378)
TTTGATGGCTCTTGGTAGGGAACTGGATAT (SEQ ID NO:379)
TTTTGATGGCTCTTGGTAGGGAACTGGATAT (SEQ ID NO:380)
ACAGAACAAAATGGTAGAATATATCATCT (SEQ ID NO:381)
CCCTGGACAAGCTATCAGCACATATCCTTG (SEQ ID NO:382)
CGCTGTTGATGTAACCCGCTTTATATATAT (SEQ ID NO:383)
GAATGAATGTATTAGAGCAAGCACTTGACC (SEQ ID NO:384)
TAGACGAAAAGGAAGGAAAATAGCATGAGC (SEQ ID NO:385)
ATAACTCGATTGCTAACTTAAGCAAGCAGT (SEQ ID NO:386)
CTGCATGTGTAACCATGACTTCTTCGTCGT (SEQ ID NO:387)
CTTCGCTGGAAACTTCGTAGTCATACATAC (SEQ ID NO:388)
AAGACCGCTGTACTGGTTGGTATTCGTACC (SEQ ID NO:389)
CAACCAAGCGAACACAGCAGTAGCACCGCA (SEQ ID NO:390)
ATGATGATGAAGTATCGTCATCTACTAAC (SEQ ID NO:391)
CTTCACCTCAAATCTTAGAGATGGACTAAA (SEQ ID NO:392)
AAAAGGTGCGTATGAAACTCATCCCAGCGG (SEQ ID NO:393)
AAGGGTTTAAGTCCTTCATAGAGTGGAAAA (SEQ ID NO:394)
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CCTCAAAGCTTAAAATTGGGCTGAAGTAGA (SEQ ID NO:395)
GCAATTTATTCGCTTGATGTACTCACGTTT (SEQ ID NO:396)
TATTTATTGCAAATGGTTACCATATTTTTA (SEQ ID NO:397)
TATTTTAGCACTACGGTATCAGCGTATCTC (SEQ ID NO:398)
TGCTACGTGCTCTGGACGGGCGCTATCAGC (SEQ 1D NO:399)
AAATGAACAGACAAGAAGCAACAGAAATTG (SEQ ID NO:400)
AAGTTGATCGTATCTATTTAGAATATCGCA (SEQ ID NO:401)
ATTCACTTTGACAGATACTAATGCTACATC (SEQ ID NO:402)
CAAGCAGTGTAAAGGTGGTTTATATGTTAA (SEQ ID NO:403)
CATAGTATAGCCGTCTTCTTTGATTGATTG (SEQ ID NO:404)
CCATGGGTGCTAAAGGTGATGACTACCGCT (SEQ ID NO:405)
TTTCTAGGAATGGGTAATTATAGCGAGCTAGAAAGC (SEQ ID NO:406)
AGTTGGGAAGGTCTTGGAAAATCTATGGCAAAAAACCT (SEQ ID NO:407)
TATATGGTTCAAATGCGATTCAAAGACTATTCAAA (SEQ ID NO:408)
TAATTGCCAATGCTTACAATATCTTCGTCA (SEQ ID NO:409)
ATGTTCTGAATTACCTTTCTCGACACTCCG (SEQ ID NO:410)
ACCATCAAGGCTCTTATCTGCAGATTGTTA (SEQ ID NO:411)
AAATGGTTGCCAATGACTTTCTAGAGTGAT (SEQ ID NO:412)
ACAAAATCTTTTGTTGCTCCTGGACGTATT (SEQ ID NO:413)
ATGTAAGGTATTGTAAAACTTCTTCTTGCG (SEQ ID NO:414)
ACTGTTCCTATAATTAAAATAAAAGAGGTA (SEQ ID NO:415)
TGTTCCAGTAAAAAGTAATTTTAAAGCATT (SEQ ID NO:416)
CGCTCGATTGATGCTATCAACTATATTGAA (SEQ ID NO:417)
TTCTTCAAGAGAACTTGTAGAACAGCTTCA (SEQ ID NO:418)
AAGGTACTTTTAGCTTGTTCTTGTGGTGTT (SEQ ID NO:419)
ACAGCTACTGTAAATTCTGCTTTTACGGTT (SEQ ID NO:420)
TAGTGCAGTTGTCAAGGAGATTGTGAGCGA (SEQ ID NO:421)
TTTAACCTTTGAAAATGTGAAAGGCTCGTA (SEQ ID NO:422)
GCGATGATGGTAAGTCATCATGGACAGCGT (SEQ ID NO:423)
TTTTACACACGATGTCAGATATAATGTCAA (SEQ ID NO:424)
AGTACTGCACTAGGAATTGTAGAGATCAAA (SEQ ID NO:425)
CGTACCATCTATCAATTTACCGCAAGCTGT (SEQ ID NO:426)
TTAAAAGATTTAAACTATCAAGCGTCAATT (SEQ ID NO:427)
TTCTAAATGCTGGTGACTGCTTTGCATAAA (SEQ ID NO:428)
TTGCTGCTAGACCCAAACAGTTTATTTTTAG (SEQ ID NO:429)
TCCTTTTTTAGATAATGTGCGATCACGGAC (SEQ ID NO:430)
TTTTACCAATGCTTCCATATCGCTTATAT (SEQ ID NO:431)
TGGTTATACATTTACTAATCCATCAGCATT (SEQ ID NO:432)
AAGCTAATTCTCATCTCACCGAGATGGATA (SEQ ID NO:433)
AAAAACTCTTACCACTTACATACATGTATG (SEQ ID NO:434)
GCTGGAGATTTTACAAGCAGTTTGAATTTC (SEQ ID NO:435)
ATCACACCAGTCGTTATGATGGATGACTAT (SEQ ID NO:436)
TGTCAACAGTACGTGAGACGAGTGTGTAGG (SEQ ID NO:437)
TGAAGTTGATGGATATGTTGATTTAGAGCT (SEQ ID NO:438)
TAATCATTTTATGAGAGATACCGCCTCAAG (SEQ ID NO:439)
TTTAAAGAGATATCTGTTTCATCTTGCGGA (SEQ ID NO:440)
AATCACTTCTGCATAAATATCTTTTACTTC (SEQ ID NO:441)
AAACATCCGCAACGGGATAAATAAAGCTAG (SEQ ID NO:442)
AGTTTCTTGTGGGTTAGCTTGTCCACCGTA (SEQ 1D NO:443)
GAACATGAAAGATTTTAAAAAAGAACATTT (SEQ ID NO:444)
AGAGGGGAAAATATCAATGCCGAATGCTGA (SEQ ID NO:445)
GATGGTACAAAATCATTTGTTGGTACTGAT (SEQ ID NO:446)
AAAAGGAAACGCCATTAATTAATATGGTGA (SEQ ID NO:447)
GATTGAACCAGCTAGCGCAGTTAGTGCTCT (SEQ ID NO:448)
CGCTAAAAGCTGTTGTGTCATCATAGTTAG (SEQ ID NO:449)
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TAAATATTTTCAATTAGACAATAGACAAAC (SEQ ID NO:450)
TGCCTATGTATTCGGACATGACTTGCCACA (SEQ ID NO:451)
ATGTGAAAAGAAAGTAACTACTACATTTGA (SEQ ID NO:452)
TGCGCTGGTTGATTTCTTCTTGCGCTTTTT (SEQ ID NO:453)
TTATATGAACATAACTCAATTTGTAAAAAA (SEQ ID NO:454)
AGGAATATCCGCAATAATTAATTGCGCTCT (SEQ ID NO:455)
TAAATTTGTTTAGCAGGTAAACCGTGCTTT (SEQ ID NO:456)
TTCAGCACACTGAGACTTGTTGAGTTCCAT (SEQ ID NO:457)
CTGTGACATTGCGGGATGTAATCAAAGTAAAAA (SEQ ID NO:458)
AAAGCAAACCTAGCAGAAGCAGAAAATGACTT (SEQ ID NO:459)
TGATGTAATTGGTGATTTTCGTGATATGCTTTTT (SEQ ID NO:460)
CAACACATTCAACAGATTAATGAAGAATAC (SEQ ID NO:522)
TCCACTCACGTACAAATAGTGAGTGTACTC (SEQ ID NO:523)
GCCCTTCTAATTGGATTACCTTCCGAGGTG (SEQ ID NO:524)
CTCAGTCGTTACTGGTGAACCAGTTTCAAT (SEQ ID NO:525)
ATTGTCTATTACGACAACATGGAAGATGAT (SEQ ID NO:526)
GAGTTTCTTTGTCAGACTCTAACACAGCCGC (SEQ ID NO:527)
TTACTAGAGCGTGTCGTTAACCACTTTAAA (SEQ ID NO:528)
TTCGTTAAAGTCACCTCGTGCTAGCGTTGC (SEQ ID NO:529)
ATAACGGTAGCAAATATAAACCTGTTACTG (SEQ ID NO:530)
GAAGTAGCCATACAAGAAGATGGATCAGCA (SEQ ID NO:331)
ATGTCACTGAGTGTCTAAGCATTGCGTAC (SEQ ID NO:532)
TGAATAAGCAGTTCTTGACGACCAACCGAC (SEQ ID NO:533)
TTACGTTTGAAAAGAATATCAAATCAATGA (SEQ ID NO:535)
GCTCTACGACTTCTTCCACGAGTTCCTGCC (SEQ ID NO:536)
AACACAGCAAGACAAGAGGATGATGCTATG (SEQ ID NO: (SEQ ID NO:537)
AAGTAGTTGATGACCTCTACAATGGTTTAT (SEQ ID NO:538)
AATAATTTATGGTATAGCTTAATATCATTG (SEQ ID NO:539)
AATCAATACGACAAGAGTTAAAATGGTCTT (SEQ ID NO:540)
AATCGTTCAAATTCTGTTTTAGGTACATTT (SEQ ID NO:541)
AATGACGAGGAGCTATTGGCACAACTTACA (SEQ 1D NO:542)
AATTAAGGGCATAGAAAGGGAGACAACATG (SEQ ID NO:543)
ACAATTCTTCATCCGGTAACTGCTCAAGTG (SEQ ID NO:544)
ACACTTGGCAGGCTTATTACTCAACAGCGA (SEQ ID NO:545)
ATAAACTATGAAATTTTATAATTTTTAAGA (SEQ ID NO:546)
ATAACTGAAGGATAGGAGCTTGTAAAGTCT (SEQ ID NO:547)
ATAATGCCGTTGAATTACACGGCAAGTCA (SEQ ID NO:548)
CAACCAACGGTAACAGCTACTTTTTACAGT (SEQ ID NO:549)
CATAGAGTGGAAAACTAGAAACAGATTCAA (SEQ ID NO:550)
CGACACAAGAACGTATGCAAGAGTTCAAG (SEQ ID NO:551)
CGATATTTAAAATCATTTTCATAACTTCAT (SEQ ID NO:552)
CGATTTGACAATCTGCTGACCACTGTTATC (SEQ ID NO:553)
CTGTTCCTTGTTCTTTTGTTGTATCTTTTC (SEQ ID NO:554)
GAGCGAGCTCGAAATAATCTTAATTACAAG (SEQ ID NO:555)
GCAGTATCAGCAAGCAAGCTGTTAGTTACT (SEQ ID NO:556)
GCTGGCGAGGAAACGAACAAGGCCTCAACA (SEQ ID NO:557)
GCTTAGCTGTCCAATCCACGAACGTGGATG (SEQ ID NO:558)
GGCGTCCCAATCCTGATTAATACTTACTCG (SEQ ID NO:559)
GTTCGCTAGCGTCATGTGGTAACGTATTTA (SEQ ID NO:560)
TCTATATCGAGGTCAACTAACAATTATGCT (SEQ ID NO:561)
TGCATCGAGCACGTTCGAGTTTACCGTTTC (SEQ ID NO:562)
TGTTTGACAGCAAATCAAGATTCGAATTGT (SEQ ID NO:563)
TTCATTCTTCCGTTTTTGTTTGCGAATCCT (SEQ ID NO:564)
TGACTTAGCGAATTTAATCGCTAAGATATC (SEQ ID NO:565)
TTTATACTTTATCTTTTTAAAGAATGTATT (SEQ ID NO:566)
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CCTAAAATCATTTTCAACGAGTTGCGATAC (SEQ ID NO:567)
AATAAATTGCTATGATACAGCGTACCGATA (SEQ ID NO:568)
TGCTCTCTATGCGATTGGACGTCTGTCTAA (SEQ ID NO:569)
AAGAAAGATAAGAAAAAAGTAACACTACTT (SEQ ID NO:570)
TCTCTTTCCATCGGTACTGGTATATCTCAT (SEQ ID NO:571)
ATTGGTAGCCAAGTAAATATCACCATTGAT (SEQ ID NO:572)
TTCTTCAAATTCACCGACTGCAAAATTACA (SEQ ID NO:573)
GCTTCCTAAGTGCATGAAAATCGCAAACGG (SEQ ID NO:574)
TATACCTGTCTATGTAAGGGAATTTAACTC (SEQ ID NO:575)
GGTGTAGGTGCTGTTGGTAAGTTGTTTAAT (SEQ ID NO:576)
GTGAAACAGGTTATCAAAAAACGTATATTG (SEQ ID NO:577)
TTATTCTTGGAATTATTACAGACCCTACTA (SEQ ID NO:578)
GCTTTCATTATATCACTTACTCATAAATCT (SEQ ID NO:579)
TAATCACCCCTTTTTCTAGCTCTTGATTGA (SEQ ID NO:580)
CAAGCAGTGTAAAGGTGGTTTAAATGTTAA (SEQ ID NO:581)
AACCCGCGTGGTTATGGGCTTGAGGAGTGT (SEQ ID NO:582)
ATATTAATAGCGATTCTATGCTACAACGTG (SEQ ID NO:583)
TCATCTTCTAAGTAAATACCACTGTCAGGG (SEQ ID NO:584)
TTTTCGCAAAGTAAGCGAAGCTCTACGTG (SEQ ID NO:585)
TTCTGTAGCCACTCCGTGGATGCCTTCAGC (SEQ ID NO:586)
TTCTTTAGTTCGGACACCCTCAACACCTAT (SEQ ID NO:587)
GCTTTGATTGGACGGAAAATGGTATCCCTG (SEQ ID NO:588)
TTCCTCATCTTTCTCCGCTTTTGCTAGACTT (SEQ ID NO:589)
TTAGACCAGATGGACAGATATTCTTCATCG (SEQ ID NO:590)
TCATCAGAGTCAACAATCACGGGAAAGACCT (SEQ ID NO:591)
ACACTCATCCTTATCCTGTAGTTCAAAACA (SEQ ID NO:592)
CAGCACTAGCCGCAAGCCCTTGTATATTAA (SEQ ID NO:593)
TAGAAATCAAGGAACTTGGATGAAAAGTAA (SEQ ID NO:594)
ATATGAAAGGGAAATGATATGAAGAATGAA (SEQ ID NO:595)
TTTTGGGATACAACACGCAGTCGTTGACTTG (SEQ ID NO:596)
GTTTGAGATGCCAATGTTTTTCAATCCTTG (SEQ ID NO:597)
GTATCAAAAGACGCATTCATGAAGCGAGCT (SEQ ID NO:598)
AAAAACAATTGAAATTCATAATCAGCGCTT (SEQ ID NO:599)
GCTTTTAACGTTTTAAGAGAATACCCTCT (SEQ ID NO:660)
GTGACGCTGCAATGACTTGCCATAGTAATT (SEQ ID NO:601)
ATACTGGTATATAGTAATTCATACTTCATC (SEQ ID NO:602)
TTGGTTTCATATTTACTCCTTTGTGTTTTG (SEQ ID NO:603)
CTGATTTGGTCTTGTTCTTTTGTCCCTTTT (SEQ ID NO:604)
GCAGCAGTTGAGAACTTTAGCGTCCAGTGG (SEQ ID NO:605)
TGCTACTATGAAGGACGCTGTTGATACTTT (SEQ ID NO:606)
TCTTCTTTAATCTTTTTTAACGTCAACGTT (SEQ ID NO:607)
GTATCCATTAATATAGTAGCATTTCTATCA (SEQ ID NO:608)
ATTCATTAATATCTGCAAGGATGTCTTGTT (SEQ ID NO:609)
GAGAAAGTAGCCCATTCGGCCCATTCGGGG (SEQ ID NO:610)
TACTTGAGTTAGCTCTGGAAGTCATTTATC (SEQ ID NO:611)
CTGCATTTGTAACCATGACTTCTTCGTCGT (SEQ ID NO:612)
AATTTGTCATCGACATCTACCAACGCCCAG (SEQ ID NO:613)
ATAAAATTATGCCACGTTTTGGCACTAGAT (SEQ ID NO:614)
ATGTCTCTGAGGCTGTAGTAATTTACTTGT (SEQ ID NO:615)
CTTTAAAGAGTTGATTAAGTGCGTTACTGT (SEQ ID NO:616)
AAATGGGTTATGCTGTTCAATATGCGTCCC (SEQ ID NO:617)
AAACTGAAAACAACACAGACAATTCAACAA (SEQ ID NO:618)
GCCCAAAATGCTAGACGTTTGAATGACGGC (SEQ ID NO:619)
ATGAAGAACGTGATTCACCTACGGTATGCT (SEQ ID NO:620)
GCTTTTGCAGAATTGTCTCCAGTGCCGATTT (SEQ ID NO:621)
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TGTACTCTATTGATTGCTTCATCTTTATTA (SEQ ID NO:622)
CTTTCAAGATACTCATCAACCATTGATGTCA (SEQ ID NO:623)
CTATGTCTTTACTGTTCTTCCAAAACCACC (SEQ ID NO:624)
TGCTACGTGCTCTGTACGGGCGCTATCAGC (SEQ ID NO:625)
CGTGGCAGCGTGGTCGGGTTTAATAGCCCG (SEQ ID NO:626)
AAGCCCAAGTCAGAGCATCCGTCCAAGCC (SEQ ID NO:627)
ATTGGGTTTCGGTAAGAACTAAACATACCA (SEQ ID NO:628)
CACAAAATAATTCGGTAGTTTTTACTAACT (SEQ ID NO:629)
TTTGACCGTTTATTTAGACGTGCTAAAGT (SEQ ID NO:630)
CTTCACCTCAAATCTTAGAGCTGGACTAAA (SEQ ID NO:631)
ATGTCTGAAAAATAACCGACCATCATTACT (SEQ ID NO:632)
GAAGCTCATCATGTTAAGGCTAAAACCTAT (SEQ ID NO:633)
TAGTCTAAATAGATTTCTTGCACCATTGTA (SEQ ID NO:634)
ATTCGTGAAAAAATATCGTGAAATAGGCAA (SEQ ID NO:635)
TCTAGGCTCATCTAAAGATAAATCAGTAGC (SEQ ID NO:636)
TAAAAACATGGGGCGGCGGTAATAGTGTAAG (SEQ ID NO:637)
ACAACCAGCAAAGAGAGCGCCGACAACATT (SEQ ID NO:638)
TATAACACAGGTTTAGAGGATGTTATACTT (SEQ ID NO:639)
CTAGAAGCTCAAGCGGTAAAAGTTGATGGCG (SEQ ID NO:640)
CTTTGAGGGCAAGCCCTCGCCGTTCCATTT (SEQ ID NO:641)
AACTACCAAGCAAATCAGCAATCAATAAGT (SEQ ID NO:642)
CTATAAGTGACAATCAGCGTAGGGAATACG (SEQ ID NO:643)
ATCAGTGCGGTATATTTACCCTAGACGCTA (SEQ ID NO:644)
AACAGTTACTATTAATCACGATTCCAACGG (SEQ ID NO:645)
AATTAGGGCGTCTTCCTTTATTCCGTGGTT (SEQ ID NO:646)
ATAGCTTCATTGCGCTTTTTAATTTGACCT (SEQ ID NO:647)
AACAACAAAGCAAATACAACAGTAACAACC (SEQ ID NO:648)
CTAAACTACGTTTGAAGGTCTCAACTCCGT (SEQ ID NO:649)
GAGGTTGAATAGTGAGTGCACCATGTTTGT (SEQ ID NO:650)
AGTAGAGAGACCAGCACACTACTGTACTAC (SEQ ID NO:651)
CTTCGCACGAAAGTTTATTAGACAACTCGC (SEQ ID NO:652)
TGATAGAGCTAGAATTGTCTTTTTTACCGA (SEQ ID NO:653)
AGATACTCTTGCTCGCCTCTGAACAACCAG (SEQ ID NO:654)
GGTGAAAAAGGTTCACTGTACGAGTACTTA (SEQ ID NO:655)
TCAATGAGTGGTATCCAAGACGAAAACTTA (SEQ ID NO:656)
CCTTGTCGTGGCTCTCCATACGCCCATATA (SEQ ID NO:657)
TGTTTGGGAAACCGCAGTAGCCATGATTAA (SEQ ID NO:658)
ACAGAGTACAATATTGTCCTCATTGGAGACAC (SEQ ID NO:659)
CTCATATTCGTTAGTTGCTTTTGTCATAAA (SEQ ID NO:660)
AGAACTTTATCAAGATAAAACTACTTTAAA (SEQ ID NO:661)
ATAGTATTAATTTCATTGAAAAATAATTGT (SEQ ID NO:662)
GCTTTCTAGCTCGCTATAATTACCCATTCCTAGAAA (SEQ ID NO:663)
TCAAAATATGTTATTACCTTGTATTTCATAATTCAATTAA (SEQ ID NO:664)
CCACTTGCTGTGTACATCCTACCAGTTCCGCCTATGATG (SEQ ID NO:665)

En modalidades particularmente preferidas, los espaciadores CRISPR se flanquean por dos repeticiones CRISPR
(es decir, un espaciador CRISPR que tiene por lo menos una repeticion CRISPR a cada lado). Aunque no se
pretende que la presente invencion se limite a cualquier mecanismo, teoria o hipotesis particular se contempla que
cuanto mas lejos esté un espaciador CRISPR dado del extremo 5 de la ubicacion CRISPR que comprende los
genes cas y/o la secuencia lider, menor sera la resistencia conferida por ese espaciador CRISPR. Asi, en algunas
modalidades de la presente invencion, uno o mas de los primeros 100 espaciadores CRISPR del extremo 5’ de la
ubicacién CRISPR se modifican, mientras que en otras modalidades, se modifican uno o mas de los primeros 50
espaciadores CRISPR del extremo 5 de la ubicaciéon CRISPR. En algunas modalidades adicionales, se modifican
uno o mas de los primeros 40 espaciadores CRISPR del extremo 5 de la ubicacién CRISPR, mientras que en
algunas modalidades adicionales, se modifican uno o mas de los primeros 30 espaciadores CRISPR del extremo &’
de la ubicacién CRISPR, y aun en modalidades adicionales, se modifica uno o mas de los primeros 20 espaciadores
CRISPR del extremo 5’ de la ubicacion CRISPR, y aun en mas modalidades, se modifica uno o mas de los primeros
15 espaciadores CRISPR del extremo 5’ de la ubicacion CRISPR. En algunas modalidades preferidas, se modifica
uno o mas de los primeros 10 espaciadores CRISPR del extremo 5’ de la ubicacion CRISPR. Como se indica en la
presente, las diferentes bacterias tienen numeros diferentes de espaciadores CRISPR, asi, en algunas modalidades,
se modifican varios espaciadores.
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Nucleo espaciador CRISPR

Para un tipo CRISPR especifico dentro de una especie microbiana, el espaciador CRISPR se representa tipicamente
por una longitud predominante definida, aunque el tamafio puede variar. Se ha encontrado actualmente que los tipos
CRISPR descritos actualmente contienen una longitud espaciadora predominante de entre aproximadamente 20 pb
y aproximadamente 58 pb.

Como se usa en la presente, el término “centro espaciador CRISPR” se refiere a la longitud del espaciador mas corto
observado dentro de un tipo CRISPR. Asi, por ejemplo, dentro del CRISPR tipo 1 S. thermophilus (CRISPR1), la
longitud espaciadora dominante es 30 pb, con una minoria de espaciadores entre 28 pb y 32 pb en tamafo. Asi, en
el CRISPR Tipo 1 S. thermophilus, el centro espaciador CRISPR se define como un estiramiento continuo de 28 pb.

En algunas modalidades preferidas de la presente invencion, el centro espaciador CRISPR es homologo al acido
nucleico objetivo, un producto de la transcripcion del mismo, o una secuencia identificada sobre la longitud de la
secuencia del centro. Como se ha indicado anteriormente, aunque la homologia también puede ser considerada por
lo que se refiere a la similitud, en algunas modalidades preferidas de la presente invencion, la homologia se expresa
en términos de identidad de la secuencia. Asi, en algunas modalidades, una secuencia homdloga abarca un centro
espaciador CRISPR, que puede ser por lo menos aproximadamente 90% idéntico, o por lo menos aproximadamente
91, aproximadamente 92, aproximadamente 93, aproximadamente 94, aproximadamente 95, aproximadamente 96,
aproximadamente 97, aproximadamente 98 o aproximadamente 99% idéntico a la secuencia del acido nucleico
objetivo, un producto de la transcripcion del mismo, o una secuencia identificada sobre la longitud de la secuencia
central. En algunas modalidades particularmente preferidas, el centro espaciador CRISPR es aproximadamente
100% idéntico a la secuencia del acido nucleico objetivo, un producto de la transcripciéon del mismo, o una secuencia
identificada sobre la longitud de la secuencia del centro.

Durante el desarrollo de la presente invencion, las secuencias CRISPR de varias cepas S. thermophilus, que
incluyen cepas industriales estrechamente relacionadas y variantes resistentes al fago fueron analizadas. Se
observaron diferencias en el numero y tipo de espaciadores principalmente en la ubicacion CRISPR1. Notablemente,
la sensibilidad del fago parecia estar en correlacion con el contenido del espaciador CRISPR1. Especificamente, el
contenido del espaciador fue casi idéntico entre las cepas parentales y los derivados resistentes al fago, excepto
para los espaciadores adicionales presentes en el uUltimo. Estos resultados sugirieron una relaciéon potencial entre la
presencia de espaciadores adicionales y las diferencias observadas en la sensibilidad del fago de una cepa dada.
Esta observacion impulsé la investigacion del origen y funcién de espaciadores adicionales presentes en los
mutantes resistentes al fago.

Espaciador Pseudo-CRISPR

Como se usa en la presente, el término “espaciador pseudo-CRISPR” se refiere a una secuencia del acido nucleico
presente en un organismo (por ejemplo, un organismo del donador, que incluye pero no se limita a un bacteriéfago),
que es preferentemente esencial para la funcién y/o supervivencia y/o replicacion e/o infectividad, etc., y que
comprende una secuencia espaciadora CRISPR. En algunas modalidades, los espaciadores pseudo-CRISPR
encuentran uso en la produccion de secuencias espaciadoras CRISPR que son complementarias al espaciador
pseudo- CRISPR u homodlogas a este. En algunas modalidades particularmente preferidas, estas secuencias
encuentran uso en la resistencia a la modulacién.

En algunas modalidades, por lo menos un espaciador pseudo CRISPR y espaciadores CRISPR que son
complementarios u homodlogos a por lo menos un espaciador pseudo-CRISPR se usa para disefiar una célula
receptora. En algunas modalidades preferidas, por lo menos un espaciador pseudo CRISPR o espaciadores
CRISPR que son complementarios u homologos a por lo menos un espaciador pseudo-CRISPR se usan en
combinacién con uno o mas genes o proteinas cas y/o uno o mas repeticiones CRISPR (por ejemplo, una o mas
combinaciones funcionales de las mismas), para disefiar una célula receptora, tal que la resistencia de la célula
receptora se module contra un acido nucleico objetivo o un producto de la transcripciéon del mismo.

En algunas modalidades, el espaciador pseudo CRISPR o espaciadores CRISPR que son complementarios u
homdlogos a uno o mas espaciadores pseudo-CRISPR se insertan en el plasmido y/o ADN gendmico de una célula
receptora usando cualquier método conveniente conocido en el arte.

En algunas modalidades adicionales, los espaciadores pseudo-CRISPR se usan como una plantilla a partir de la
cual se modifica (por ejemplo, muta) el plasmido y/o ADN gendmico de una célula receptora, tal que los
espaciadores CRISPR se creen en el plasmido y/o ADN genémico de la célula. En algunas modalidades adicionales,
el espaciador pseudo-CRISPR o espaciadores CRISPR que son complementarios u homélogos a uno o mas
espaciadores pseudo-CRISPR se clonan en un constructo, plasmido y/o vector, etc., son introducidos en la célula
hospedadora usando cualquier método conveniente conocido en el arte.

CAS y Genes cas
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Como se usa en la presente, el término “gen cas” tiene el significado convencional como se ha usado en el arte y se
refiere a uno 0 mas genes cas que son generalmente acoplados, asociados o cerca de o en vecindad del flanqueo
de las ubicaciones CRISPR. Una revisién exhaustiva de la familia de la proteina Cas se presenta por Haft et al. (Haft
et al.,, PLoS. Comput. Biol., 1(6): e60 [2005]) en el que se describen 41 familias del gen recientemente reconocido
asociado a CRISPR (cas), ademas de las cuatro familias del gen previamente conocidas. Como se indica en esta,
los sistemas CRISPR pertenecen a clases diferentes, con diferentes patrones de repeticion, conjuntos de genes, e
intervalos de la especie. Como se indica en la presente, el niumero de genes cas en una ubicacion CRISPR dada
puede variar entre las especies.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona métodos y composiciones para el uso de uno o mas
genes o proteinas cas, solos o en cualquier combinaciéon con uno o mas espaciadores CRISPR para modular la
resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) contra un acido nucleico objetivo o un producto de la
transcripcién del mismo.

En algunas modalidades, uno o mas de los genes y/o proteinas cas se presentan naturalmente en una célula
receptora y uno o mas espaciadores heterélogos se integra/son integrados o insertados adyacentes a uno o mas de
los genes o proteinas cas. En algunas modalidades, uno o mas de los genes y/o proteinas cas es/son heterdlogas a
la célula receptora y uno o mas de los espaciadores es/son homélogos o heterdlogos. En algunas modalidades
preferidas, los espaciadores estan integrados o insertados adyacentes a uno o mas de los genes o proteinas cas.

En algunas modalidades adicionales, la presente invencion proporciona métodos y composiciones para el uso de
uno 0 mas genes o proteinas cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR para modular la resistencia en una célula
(por ejemplo, una célula receptora) contra un acido nucleico objetivo o un producto de la transcripcion del mismo.

En otras modalidades adicionales, la presente invencién proporciona métodos y composiciones para el uso de uno o
mas genes o proteinas cas, por lo menos dos repeticiones CRISPR y por lo menos un espaciador CRISPR para
modular la resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) contra un acido nucleico objetivo o un
producto de transcripciéon del mismo.

Las estructuras CRISPR se encuentran tipicamente en la vecindad de cuatro genes nombrados casl a cas4. El
arreglo mas comun de estos genes es cas3-cas4-casl-cas2. La proteina cas3 parece ser una helicasa,
considerando que Cas4 se parece a la familia RecB de las exonucleasas y contiene una porcion rica en cisteina,
sugestiva del enlace del ADN. Cas1 es generalmente muy basica y es la Unica proteina Cas encontrada de forma
consistente en todas las especies que contienen las ubicaciones CRISPR. Cas2 aun no se ha caracterizado, casl-4
son caracterizados tipicamente por su proximidad cercana a las ubicaciones CRISPR y su distribucién amplia a
través de las especies bacterianas y arqueobacterianas. Aunque no todos los genes casl-4 se asocian con todos las
ubicaciones CRISPR, todos se encuentran en los subtipos multiples.

Ademas, existen otros grupos de tres genes asociados con las estructuras CRISPR en muchas especies
bacterianas, referidas en la presente como casl B, cas5 y cas6 (Ver, Bolotin et al., [2005], supra). Se nota que la
nomenclatura de los genes cas esta en el flujo. Asi, el texto en la presente debe tomarse en el contexto. En algunas
modalidades preferidas, el gen cas se selecciona del casl, cas2, cas3, cas4, cas 1B, cas5 y/o cas6. En algunas
modalidades preferidas, el gen del cas es casl. En aun otras modalidades, el gen cas se selecciona de los
fragmentos casl, cas2, cas3, cas4, caslB, cas5 y/o cas6, variantes, homologos y/o derivados de los mismos. En
algunas modalidades adicionales, una combinacién de dos 0 mas genes cas encuentra uso, que incluye cualquier
combinacidon adecuada, incluyendo aquéllas proporcionadas en WO 07/025097. En algunas modalidades, se
proporciona una pluralidad de genes cas. En algunas modalidades, existe una pluralidad de diferentes y/o mismos
genes cas, o cualquier combinacién de los mismos, proporcionados en la WO 07/025097.

En algunas modalidades, los genes cas comprenden ADN, mientras que en otras modalidades, los cas comprenden
ARN. En algunas modalidades, el acido nucleico es de origen gendmico, mientras que en otras modalidades, es de
origen sintético u origen recombinante. En algunas modalidades, los genes cas son de doble hebra o de una sola
hebra que representan ya sea la hebra sentido o antisentido o combinaciones de la misma. En algunas modalidades,
los genes cas son preparados por el uso de técnicas de ADN recombinantes (por ejemplo, ADN recombinante),
como se describio en la presente.

Como se describio en la presente, en algunas modalidades, el gen cas comprende un fragmento de un gen cas (es
decir, este fragmento del gen cas comprende una porcién de una secuencia del tipo natural). En algunas
modalidades, la secuencia comprende por lo menos aproximadamente 30%, por lo menos aproximadamente 40%,
por lo menos aproximadamente 50%, por lo menos aproximadamente 60%, por lo menos aproximadamente 65%,
por lo menos aproximadamente 70%, por lo menos aproximadamente 75%, por lo menos aproximadamente 80%,
por lo menos aproximadamente 85%, por lo menos aproximadamente 90%, por lo menos aproximadamente 95%,
por lo menos aproximadamente 96%, por lo menos aproximadamente 97%, por lo menos aproximadamente 98%, o
por lo menos aproximadamente 99% de la secuencia del tipo natural.
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En algunas modalidades se prefiere que el gen cas sea el gen cas que estd mas cercano a la secuencia lider o la
primera repeticion CRISPR en el extremo 5’ de la ubicacién CRISPR — tal como cas4 o cas6.

En algunas modalidades, la proteina Cas se selecciona de Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1 B, Cas5 y/o Casb, asi
como los fragmentos, variantes, homdlogos y/o derivados de los mismos. En algunas modalidades adicionales, la
proteina Cas se selecciona de Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y/o Cas6, y combinaciones de los mismos,
como se describio en la WO 07/025097. En aun otras modalidades adicionales, la proteina Cas se selecciona de uno
0 mas de Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1 B, Cas5 y/o Cas6 o una pluralidad de mismas y/o diferentes proteinas Cas,
en cualquier numero conveniente y/o combinacion.

El término “proteina Cas” también abarca una pluralidad de proteinas Cas (por ejemplo, entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 12 proteinas Cas, mas preferentemente, entre aproximadamente 3 y aproximadamente 11
proteinas Cas, mas preferentemente, entre aproximadamente 4 y aproximadamente 10 proteinas Cas, mas
preferentemente, entre aproximadamente 4 y aproximadamente 9 proteinas Cas, mas preferentemente, entre
aproximadamente 4 y aproximadamente 8 proteinas Cas, y mas preferentemente, entre aproximadamente 4 vy
aproximadamente 7 genes de las proteinas; tales como 4, 5, 6, o 7 proteinas Cas).

En algunas modalidades, las proteinas Cas se codifican por genes cas que comprenden ADN, mientras que en otras
modalidades, las cas comprenden ARN. En algunas modalidades, los acidos nucleicos son de origen genémico,
mientras que en otras modalidades, es de origen sintético u origen recombinante. En algunas modalidades, los
genes cas que codifican a las proteinas Cas son de doble hebra o de una sola hebra ya sea que representen la
hebra sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. En algunas modalidades, los genes cas son preparados
mediante el uso de técnicas de ADN recombinantes (por ejemplo, el ADN recombinante), como se describe en la
presente.

Se proporcionan métodos para identificar un gen cas para el uso en la modulaciéon de la resistencia de una célula
contra un acido nucleico objetivo o producto de transcripcidon del mismo que comprende las etapas de: preparar una
célula que comprende por lo menos un espaciador CRISPR y por lo menos dos repeticiones CRISPR; disefiando la
célula tal que comprenda por lo menos un gen cas; y determinando si la célula modula la resistencia contra el acido
nucleico objetivo o producto de la transcripcion del mismo, en donde la modulacién de la resistencia de la célula
contra los acidos nucleicos objetivo o producto de la transcripcién del mismo es indicativa de que el gen cas es util
para modular la resistencia de la célula.

Se proporcionan métodos y uno o mas de los genes cas utiles en el disefio de células (por ejemplo, células
receptoras). En algunas modalidades preferidas, se usan uno o mas genes cas para disefiar una célula (por ejemplo,
una célula receptora), que en combinaciéon con uno o mas, preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR y uno
0 mas espaciadores CRISPR encuentran uso en la modulaciéon de la resistencia de una célula contra un acido
nucleico objetivo o un producto de transcripcion del mismo. Por ejemplo, en algunas modalidades, los genes cas son
insertados en el ADN de una célula (por ejemplo, plasmido y/o ADN gendmico de una célula receptora) usando
cualquier método conveniente conocido en el arte. En algunas modalidades adicionales, los genes cas se usan
como una plantilla a partir de la cual se modifica (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por ejemplo, plasmido
y/o ADN genémico de una célula receptora), tal que los genes cas se crean o forman en el ADN de la célula. En
algunas modalidades, los genes cas estan presentes en por lo menos un constructo, por lo menos un plasmido, y/o
por lo menos un vector que son introducidos en la célula, usando cualquier método conveniente conocido en el arte.

En algunas modalidades, los genes cas comprenden por lo menos un grupo cas seleccionado de cualquiera de una
o mas SEQ ID NOS: 461, 466, 473, 478, 488, 493, 498, 504, 509, y 517. En modalidades adicionales, los genes cas
comprenden cualquiera de una o mas de las SEQ ID NOS: 462-465, 467-472, 474-477, 479-487, 489-492, 494-497,
499-503, 505-508, 510-517, usadas exclusivamente o juntas en cualquier combinacién conveniente. En algunas
modalidades preferidas, los grupos son usados en combinacién con uno o mas, preferentemente, dos o mas
repeticiones CRISPR y opcionalmente uno o mas espaciadores CRISPR. En algunas modalidades adicionales, uno
0 mas genes o proteinas cas son usados en combinaciones convenientes.

Como se indica en la presente, un conjunto dado de genes o proteinas cas siempre esta asociado con una
secuencia repetida dada dentro de una ubicacién CRISPR particular. Asi, genes o proteinas cas parecen ser
especificas para una repeticion de ADN dado (es decir, genes o proteinas cas y la secuencia repetida forman un par
funcional).

Por consiguiente, las combinaciones particulares de uno o mas genes o proteinas cas y uno o0 mas,
preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR se usan con objeto de que un espaciador CRISPR confiera
resistencia contra un acido nucleico objetivo o producto de la transcripcién del mismo en una célula (por ejemplo,
una célula receptora). Por consiguiente, se ha encontrado sorprendentemente que no es posible usar simplemente
cualquier gen o proteina cas o cualquier repeticion CRISPR. En cambio, es una caracteristica de la presente
invencién que la combinacién sea funcional.
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En el contexto de la combinacién de la proteina o gen cas y las repeticiones CRISPR descrita en la presente, el
término “funcional” significa que la combinacién es capaz de conferir resistencia a un acido nucleico objetivo o un
producto de la transcripcion del mismo cuando se usé junto con un espaciador CRISPR que se alinea con o es
homologo a un acido nucleico objetivo o producto de la transcripcion del mismo. Como se usa en la presente, los
términos “combinacion cas y la repeticion CRISPR funcional” y “combinacion del gen cas y la repeticion CRISPR
funcional” incluye una combinacion funcional en la que cas es un gen cas o una proteina Cas.

Adecuadamente, uno o mas genes o proteinas cas y/o uno o mas, preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR
se derivan de la misma célula (por ejemplo, la misma célula receptora). En algunas modalidades, el término
“derivable” es sinénimo del término “obtenible,” como se usé en el contexto. En algunas modalidades preferidas, el
término “derivable” también es sindnimo de “derivado”, como se uso en el contexto, debido a que no se pretende que
la presente invencion se limite especificamente a elementos que se “deriven”. En algunas modalidades, el término
“derivado” es sindnimo del término” obtenido,” como se usoé en el contexto.

En algunas modalidades, uno o méas genes o proteinas cas y/o uno o mas, preferentemente, dos o mas repeticiones
CRISPR se derivan de la misma ubicacion CRISPR dentro de un genoma o plasmido, preferentemente un genoma o
plasmido de la misma cepa, especie o género. En algunas modalidades adicionales, uno o mas genes o proteinas
cas y/o uno o mas, preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR se derivan de la misma ubicacion CRISPR
dentro de un solo genoma o plasmido, preferentemente, un solo genoma o plasmido de la misma cepa, especie o
género. En algunas modalidades, uno o mas genes o proteinas cas y uno o mas, preferentemente, dos o mas
repeticiones CRISPR que se co-presentan naturalmente. En modalidades adicionales, uno o mas genes o proteinas
cas y uno o mas, preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR se co-presentan naturalmente en la misma
célula (por ejemplo, la célula receptora). En modalidades adicionales, uno o mas genes o proteinas cas y uno o mas,
preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR se co-presentan naturalmente en el mismo genoma de una célula
(por ejemplo, la célula receptora). Aun en modalidades adicionales, uno 0 mas genes o proteinas cas y uno o mas,
preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR se co-presentan naturalmente en el mismo genoma de una cepa,
especies o0 géneros. En algunas modalidades preferidas adicionales, la presente invencion proporciona cualquier
combinacién conveniente de acidos nucleicos que consisten esencialmente en por lo menos dos repeticiones
CRISPR y por lo menos un gen o proteina cas.

En algunas modalidades, el término “consiste esencialmente de” se refiere a una combinacion de por lo menos dos
repeticiones CRISPR y por lo menos un gen o proteina cas excluyendo por lo menos a un componente adicional de
una ubicacion CRISPR (por ejemplo, la ausencia de uno o mas espaciadores CRISPR) y/o la ausencia de una o mas
secuencias lider comunes de una ubicacién CRISPR. En algunas modalidades alternativas, el término “consiste
esencialmente de” se refiere a una combinacién de por lo menos dos repeticiones CRISPR y por lo menos un gen o
proteina cas solamente, que excluye a todos los otros componentes de una ubicacion CRISPR (por ejemplo, una
ubicacion CRISPR que se presenta naturalmente). En algunas modalidades adicionales, el término “consiste
esencialmente de” se refiere a una combinacién de por lo menos dos repeticiones CRISPR y por lo menos un gen o
proteina cas solamente, que excluye a por lo menos un componente adicional de una ubicacion CRISPR, que
excluye preferentemente a por lo menos un componente adicional de una ubicacion CRISPR que se presenta
naturalmente. Incluso, en alguna modalidad adicional, el término “consiste esencialmente de” se refiere a una
combinacién de por lo menos dos repeticiones CRISPR y por lo menos un gen o proteina cas, con la condicién de
que por lo menos un componente adicional de la ubicacion CRISPR natural esté ausente (por ejemplo,
substancialmente ausente). Asi, se pretende que el término encuentre un uso en el contexto. En algunas
modalidades, la presente invencion proporciona cualquier combinacidon conveniente de por lo menos dos
repeticiones CRISPR y por lo menos un gen o proteina cas, con la condicién que todos los otros componentes de la
ubicacion CRISPR estén ausentes (por ejemplo, substancialmente ausentes), preferentemente que todos los otros
componentes de la ubicacion CRISPR de la combinaciéon natural de repeticiones CRISPR y genes cas estén
ausentes. En algunas modalidades adicionales, se usan uno o mas genes o proteinas cas en combinacién o junto
con por lo menos uno o mas espaciadores CRISPR. En algunas modalidades adicionales, se usan uno o mas genes
o proteinas cas en combinacién o junto con por lo menos uno o mas espaciadores CRISPR y por lo menos, uno o
mas, preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR se o
son derivados de un organismo (por ejemplo, un organismo donador) que es diferente a la célula (por ejemplo, la
célula receptora) a partir de la cual uno o mas genes o proteinas cas y/o uno o mas, preferentemente, dos o mas
repeticiones CRISPR se derivan.

Se proporcionan varias disposiciones de repeticiones CRISPR y genes o proteinas cas, combinaciones repeticién
cas-CRISPR funcionales. En algunas modalidades, la combinacion comprende, consiste o consiste esencialmente
de por lo menos cualquiera de aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente
12, aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17,
aproximadamente 18, aproximadamente 19, o aproximadamente 20 repeticiones CRISPR en combinaciéon con
cualquiera de aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente
5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10,
aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15,
aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19, o aproximadamente 20
genes o proteinas cas (por ejemplo, 16 repeticiones CRISPR y 12 genes o proteinas cas o 18 repeticiones CRISPR
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y 20 genes o proteinas cas o cualquier otra combinacion de las mismas). La presente invencion proporciona
repeticiones CRISPR y genes cas dispuestos de varias maneras, como se establece en la WO 07/025097. En
algunas modalidades en las que la combinacién de un gen cas y una repeticion CRISPR comprende mas de un gen
cas, se entendera que las repeticiones CRISPR se insertan en el extremo 3’ de los genes cas, el extremo 5’ de los
genes cas, o entre los genes cas, con tal de que por lo menos uno de los genes cas permanezcan en
funcionamiento.

En algunas modalidades, una primera combinaciéon de proteina o gen cas y la repeticion CRISPR (que comprende
por lo menos un gen o proteina cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR, en las que ambas se derivan de la
misma ubicacion CRISPR dentro de un genoma) se usa en combinacién con una segunda combinacién de proteina
0 gen cas y la repeticion CRISPR (que comprende por lo menos un gen o una proteina cas y por lo menos dos
repeticiones CRISPR, en donde ambos se derivan de la misma o diferente ubicacién CRISPR dentro de un genoma).
Por consiguiente, en estas modalidades de la invencion, las primeras y segundas combinaciones se derivan de la
misma o diferente ubicacién CRISPR dentro de un genoma. Asi, en algunas modalidades, la primera y segunda
combinaciones de proteina o gen cas y la repeticion CRISPR son de diferentes genomas (por ejemplo, de genomas
diferentes dentro del mismo grupo), como se describi6 a detalle adicionalmente en la presente.

Aun en modalidades adicionales de la presente invencion, una primera y/o una segunda combinacion de proteina o
gen cas y la repeticion CRISPR (que comprende por lo menos un gen cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR
derivadas de la misma ubicacién CRISPR dentro de un genoma) se usa en la combinacién con aproximadamente 3,
aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8,
aproximadamente 9, o aproximadamente 10 o mas combinaciones de la proteina o gen cas y la repeticion CRISPR
(que comprende cada una de por lo menos un gen o proteina cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR
derivadas del mismo o una ubicacion CRISPR diferente dentro de un genoma). Por consiguiente, en estas
modalidades de la invencion, las combinaciones se derivan de los mismos o diferentes ubicaciones CRISPR dentro
de un genoma. En algunas modalidades adicionales de la invencion, las combinaciones son de genomas diferentes
(por ejemplo, genomas diferentes dentro del mismo grupo), como se describié a detalle adicionalmente en la
presente.

Asi, en algunas modalidades, para que la combinacion de la proteina o gen cas y la repeticion CRISPR confiera
resistencia, las proteina(s) o genes cas y repeticiones CRISPR se co-presentan naturalmente dentro de una
ubicacion CRISPR dada de un genoma. En algunas modalidades, la repeticiones CRISPR y proteina(s) o genes cas
se co-presentan naturalmente dentro de la misma ubicacion CRISPR de un genoma. En algunas modalidades, estas
combinaciones funcionales tomadas juntas, confieren resistencia contra un acido nucleico objetivo o un producto de
la transcripciéon del mismo.

En algunas modalidades adicionales, la presente invencion emplea métodos para identificar una combinacion
funcional de una proteina o gen cas y una repeticion CRISPR que comprende las etapas de: analizar las secuencias
(por ejemplo, secuencias de los &cidos nucleicos o proteinas) del gen o proteina cas y la repeticion CRISPR;
identificando uno o mas grupos de genes o proteinas cas; identificando uno o mas grupos de repeticiones CRISPR;
y combinando esos genes o proteinas cas y secuencias de repeticiones CRISPR que caen dentro del mismo grupo.

En algunas modalidades adicionales, la presente invencion emplea los métodos para identificar una combinacion
funcional de un gen o proteina cas y una repeticion CRISPR para usarse en la modulacién de la resistencia de una
célula contra un &cido nucleico objetivo o un producto de la transcripcién del mismo, que comprende las etapas de:
preparar una célula que comprende una combinacién de uno o mas genes o proteinas cas y una o mas,
preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR; disefiar la célula tal que contenga uno o mas espaciadores
CRISPR; y determinar si la célula modula la resistencia contra un acido nucleico objetivo, en donde la modulacion de
la resistencia de la célula contra los acidos nucleicos objetivo o un producto de la transcripcion de los mismos es
indicativo de que la combinacion puede usarse para modular la resistencia de la célula contra los acidos nucleicos
objetivo.

En algunas modalidades, las secuencias del gen y/o proteina cas y/o las repeticiones CRISPR son o derivan de las
mismas o diferentes cepas, especies, géneros, y/u organismos. En algunas modalidades, la combinacién comprende
ADN y/o ARN de origen genémico, recombinante, y/o sintético. En algunas modalidades, las repeticiones CRISPR
comprenden ADN y/o ARN de origen genémico, recombinante y/o sintético. En algunas modalidades, los genes cas
comprenden ADN y/o ARN de origen genémico, recombinante y/o sintético. De hecho, se pretende que la presente
invencion abarque cualquier combinacion de ADN y/o ARN para cada uno de los elementos (por ejemplo, el gen cas
yl/o las repeticiones CRISPR). En algunas modalidades, los elementos se analizan usando cualquier método
conveniente conocido en el arte. En algunas modalidades preferidas, el analisis se conduce usando el analisis
dotplot (grafica de puntos). En algunas modalidades, el gen cas y/o repeticiones CRISPR son de hebra doble,
mientras que en otras modalidades, ambas son de una sola hebra, ya representen la hebra sentido o antisentido o
combinaciones de las mismas.

En algunas modalidades, una o méas de las combinaciones funcionales descritas en la presente se usan para disefar
una célula (por ejemplo, una célula receptora). En algunas modalidades preferidas, se usan una o mas
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combinaciones funcionales para disefiar una célula (por ejemplo, una célula receptora), que en combinacién con uno
0 mas espaciadores CRISPR encuentran un uso en la modulacién de la resistencia de una célula contra un acido
nucleico objetivo o un producto de la transcripcion del mismo. En algunas modalidades, las combinaciones
funcionales se insertan en el ADN de una célula receptora (por ejemplo, como un plasmido o un ADN genémico de
una célula) usando cualquier método conveniente conocido en el arte. En algunas modalidades adicionales, las
combinaciones funcionales se usan como una plantilla después a partir de la cual se modifica (por ejemplo, mutar) el
ADN de una célula receptora (por ejemplo, ADN del plasmido o ADN gendmico), tal que se crean combinaciones
funcionales en el ADN de la célula. Aun en modalidades adicionales, las combinaciones funcionales se clonan en un
constructo, plasmido, o vector, etc., que se transforma después en la célula, usando métodos tales como aquéllos
descritos en la presente y conocidos en el arte.

En algunas modalidades, la combinacién funcional se obtiene o es obtenible mediante un método que comprende
las etapas de: analizar las secuencias de un gen cas y una repeticion CRISPR; identificar uno o mas grupos de
genes cas; identificar uno o mas grupos de repeticiones CRISPR; y combinar esos genes cas y secuencias de
repeticiones CRISPR que caen dentro del mismo grupo, en donde la combinacién del gen cas y secuencias de
repeticion CRISPR dentro del mismo grupo es indicativo de que la combinacién es una combinacién funcional.

Como se indicd anteriormente, se encontré sorprendentemente que no es posible intercambiar simplemente
combinaciones de repeticion CRISPR-cas entre cualquier célula (por ejemplo, cualquier cepa, especies o géneros de
células), ya que esto no resulta necesariamente en combinaciones de repeticion CRISPR-cas funcional. De hecho,
para que las combinaciones de repeticion CRISPR-cas sean funcionales, necesitan ser compatibles. Asi, se
contempla que no es posible cambiar los genes cas o repeticiones CRISPR entre diferentes ubicaciones CRISPR a
menos que sean del mismo grupo. Aun mas sorprendente es que los grupos no siguen la filogenia del “organismo”.
Especificamente, dentro de un organismo, puede haber mas de un CRISPR. Estos CRISPR pueden pertenecer a
grupos diferentes, aunque estén presentes en el mismo organismo. Como resultado, se cree que una combinacion
de repeticion CRISPR-cas funcional requiere que la combinacion se cambie dentro de un grupo como opuesto
dentro de un organismo.

Para evitar dudas, el término “grupo” como se usa en la presente no se refiere a un grupo de genes localizados en la
misma ubicacion (que forman tipicamente un operon) sino al rendimiento del andlisis de comparacion de la
secuencia (por ejemplo, el analisis de comparacion de secuencia multiple y/o alineaciones de la secuencia multiples
y/o analisis de grafica de puntos). Por consiguiente, en algunas modalidades, el andlisis del grupo de ubicaciones
CRISPR se realiza usando varios métodos que son conocidos en el arte (por ejemplo, tal como el analisis de grafica
de puntos como el descrito en la presente) o la alineacién multiple seguida por el calculo del dendrograma. En
algunas modalidades, el grupo es una clase, una familia o un grupo de secuencias.

Ventajosamente, el uso de combinaciones de repeticion CRISPR-cas que se co-presentan naturalmente proporciona
para el intercambio de la combinacién, ambos dentro y entre una especie dada, haciendo posible disefar la
resistencia de una cepa usando la combinacién de una cepa diferente.

Bacteriéfago

Como se usa en la presente, el término “bacteriéfago” (o “fago”) tiene su significado convencional como se entiende
en el arte (es decir, un virus que selectivamente infecta una o mas especies bacterianas). Muchos bacteriéfagos son
especificos para un género, especie o cepa particular de bacterias. En algunas modalidades preferidas, los fagos
son capaces de infectar bacterias precursoras y/o células hospedadoras. En algunas modalidades, los bacteriéfagos
son virulentos a la bacteria precursora. En algunas modalidades, los fago son liticos, mientras que en otras
modalidades, los fagos son lisogénicos.

Un bacteriéfago litico es uno que sigue la trayectoria litica a través de la realizacion del ciclo litico, en lugar de
ingresar a la trayectoria lisogénica. Un bacteri6fago litico experimenta una replicacion virica que conduce a la lisis de
la membrana celular, destruccién de la célula, y liberacion de particulas bacteriéfagas de la progenie capaces de
infectar otras células.

Un bacteriofago lisogénico es aquel con capacidad para ingresar en la trayectoria lisogénica, en la que el
bacteriéfago se convierte en una parte pasiva, inactiva, del genoma de la célula a través de una previa conclusién de
su ciclo litico.

Los bacteridfagos que encuentran uso en la presente invencion incluyen, pero no se limita a bacteriéfagos que
pertenecen a cualquiera de las siguientes familias de virus: Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae,
Microviridae, Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae, o Tectiviridae. En algunas modalidades, el bacteriéfago que
infecta bacterias que son patogénicas para las plantas y/o animales (incluso a humanos) encuentran un uso
particular. En algunas modalidades particularmente preferidas, se modula la resistencia de una célula contra un
bacteriéfago.
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En algunas modalidades particularmente preferidas, los bacteriéfagos de la presente invencion incluyen, pero no se
limitan a, aquellos bacteriéfagos capaces de infectar una bacteria que naturalmente comprende una o mas
ubicaciones CRISPR. Las ubicaciones CRISPR se han identificado en mas de 40 procariotas (Ver por ejemplo,
Jansen et al., Mol. Microbiol., 43: 1565-1575 [2002]; y Mojica et al., [2005]) que incluyen, pero que no se limita 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,
Methylococcus, Pasteurella, Photobacterium, Salmonella, Xanthamonas, Yersinia, Treponema y Thermotoga.

En algunas modalidades, los bacteriéfagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteriéfagos capaces de infectar
bacterias que pertenecen a los siguientes géneros: Escherichia, Shigella, Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacilus,
Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria, Bordetella, Helicobacter, Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium, Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella,
Brucella y Xanthomonas.

Aun en modalidades adicionales, los bacteriéfagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteriéfagos capaces de
infectar (o transducir) bacterias de acido lactico, Bifidobacterium, Brevibacterium, Propionibacterium, Lactococcus,
Streptococcus, Lactobacillus (por ejemplo, L. acidophilus), Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, y Oenococcus.

Aun en modalidades adicionales, los bacteri6fagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteriéfagos capaces de
infectar Lactococcus lacti (por ejemplo, L. lactis subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris, y L. 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.

Aun en modalidades adicionales, los bacteriéfagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteri6fagos capaces de
infectar cualquier bacteria fermentativa susceptible a una alteracién mediante una infeccion del bacteriéfago, que
incluye pero que no se limita a procesos para la produccién de antibiéticos, aminoacidos, y solventes. Productos
producidos por fermentacidn que se sabe que experimentan una infeccion bacteriéfaga, y las bacterias de
fermentacién infectadas correspondientes, incluidas las de los tipos de queso Cheddar y el queso cottage
(Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris), yogur (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Streptococcus thermophilus), queso suizo (S. thermophilus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus),
queso azul (Leuconostoc cremoris), queso italiano (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), acido L-glutamico (Brevibacterium lactofermentum, Microbacterium ammoniaphilum), y acetona y
butanol (Clostridium acetobutylicum, Clostridium saccharoperbutylacetonicum).

En algunas modalidades preferidas, las bacterias que encuentran uso en la presente invencion incluyen, pero no se
limitan a S. thermophilus, L., delbrueckii. subsp. bulgaricus y/o L. acidophilus.

En algunas modalidades particularmente preferidas, los bacteriéfagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos
bacteriéfagos capaces de infectar bacterias que comprenden una o mas ubicaciones CRISPR heterdlogas. En
algunas modalidades, las bacterias comprenden una o mas ubicaciones heterdlogas CRISPR, y/o uno o mas genes
cas heterdlogos, y/o uno o mas repeticiones CRISPR heterdlogas, y/o uno o mas espaciadores heterdlogos
CRISPR.

La infeccion de bacterias por fagos es el resultado de la inyeccion o transferencia del ADN del fago en las células.
En algunas modalidades, la infeccién conduce a la expresién (es decir, la transcripcion y traduccion) de los acidos
nucleicos del bacteriéfago dentro de la célula y la continuaciéon del ciclo de vida del bacteriéfago. En algunas
modalidades que involucran al bacteri6fago recombinante, también se expresan las secuencias recombinantes
dentro del genoma del fago (por ejemplo, los acidos nucleicos reporteros).

Se ha encontrado que las secuencias espaciadoras CRISPR en los procariotes tienen a menudo similitudes
significativas para una variedad de moléculas de ADN, que incluyen tales elementos genéticos como los
cromosomas, bacteriéfagos, y plasmidos conjugativos. Se ha reportado que células que llevan estos espaciadores
CRISPR son incapaces de ser infectados por moléculas de ADN que contienen secuencias homélogas a los
espaciadores (Ver, Mojica et al., [2005]).

En algunas modalidades de la presente invencion, uno o mas particular pseudoespaciadores particulares derivados

del ADN bacteriéfago o espaciadores CRISPR que son complementarios u homdlogos a uno o mas espaciadores
pseudo-CRISPR se agregan dentro de una ubicaciéon CRISPR de una célula (por ejemplo, una célula receptora) para
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modular (por ejemplo, proporcionar) resistencia contra un bacteridfago particular, previniendo asi, substancialmente
el ataque del fago.

En algunas modalidades preferidas, las regiones particulares dentro del genoma del fago son dirigidas para preparar
los pseudoespaciadores, que incluyen pero que no se limitan a genes que codifican a proteinas con especificidad
hospedadora, que incluyen aquéllas que proporcionan el reconocimiento del hospedador de fago particular, tal como
las helicasas, primasas, proteinas estructurales de cabeza o cola, proteinas con un dominio conservado (por
ejemplo, huecas, lisina, y otras) o secuencias conservadas entre los genes del fago importantes.

Cualquiera de los acidos nucleicos que se originan del genoma del fago puede conferir inmunidad contra el fago
cuando se inserta, por ejemplo, entre dos repeticiones en una ubicacién CRISPR activo. En algunas modalidades, la
inmunidad es mas “eficiente” cuando el espaciador CRISPR corresponde a una secuencia interna de un gen del
fago. En algunas modalidades particularmente preferidas, la inmunidad se hace aun mas “eficiente” cuando el gen
codifica una proteina “esencial” (por ejemplo, el antirreceptor).

En algunas modalidades preferidas, la presente invencion emplea métodos para conferir resistencia a una célula
(por ejemplo, una célula bacteriana) contra un bacteriéfago que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno o
mas pseudoespaciadores CRISPR de por o menos un bacteriéfago; (b) identificar una o mas combinaciones de
repeticion CRISPR-cas funcionales en por lo menos una célula que es substancialmente sensible al bacteriéfago; y
(c) disefiar una o mas ubicaciones CRISPR en la célula substancialmente sensible tal que comprenda uno o mas
espaciadores pseudo CRISPR de un bacteriéfago o uno o mas espaciadores CRISPR que son complementarios u
homologos a uno o mas pseudoespaciadores CRISPR para suministrar resistencia a la célula.

Aun en modalidades adicionales, la presente invencion emplea métodos para conferir resistencia a una célula (por
ejemplo, una célula bacteriana) contra un bacteriéfago que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno o mas
pseudoespaciadores CRISPR de por lo menos un bacteriéfago; (b) identificar una o mas combinaciones de
repeticion CRISPR-cas funcionales funcionales en por lo menos una célula que es substancialmente sensible al
bacteriéfago; y (c) insertar uno o mas pseudoespaciadores CRISPR de los bacteriéfagos o uno o mas espaciadores
CRISPR que son complementarios u homoélogos a uno o mas pseudoespaciadores CRISPR en la célula
substancialmente sensible tal que la célula sea substancialmente resistente al bacteriéfago.

Aun en modalidades adicionales, la presente invencion emplea métodos para modular el lisotipo de una célula
bacteriana que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno o mas pseudoespaciadores CRISPR de por lo menos
un bacteriofago; (b) identificar una o mas combinaciones de repeticiéon CRISPR-cas funcionales funcionales en por lo
menos una célula que es substancialmente sensible al bacteriéfago; y (c) disefiar una o mas ubicaciones CRISPR en
la célula substancialmente sensible tal que comprendan uno o mas pseudoespaciadores CRISPR de un bacteriéfago
o uno o mas espaciadores CRISPR que son complementarios u homélogos a uno o mas pseudoespaciadores
CRISPR.

Aun en modalidades adicionales, la presente invencion emplea métodos para modular el lisotipo de una célula
bacteriana que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno o mas pseudoespaciadores CRISPR de por lo menos
un bacteriofago; (b) identificar una o0 mas combinaciones de repeticion CRISPR-cas funcionales en por lo menos una
célula que es substancialmente sensible al bacteriéfago; y (c) insertar uno o mas de un pseudoespaciadores
CRISPR de los bacteriéfago o uno o mas espaciadores CRISPR que son complementarios u homélogos a uno o
mas los pseudoespaciadores CRISPR en la célula substancialmente sensible.

En algunas modalidades preferidas adicionales, la presente invencion emplea métodos para conferir resistencia a
una célula (por ejemplo, una célula bacteriana) contra un bacteriéfago que comprende las etapas de: (i) identificar un
pseudoespaciador CRISPR en un bacteriéfago que comprende un &cido nucleico objetivo o un producto de la
transcripcion del mismo contra el cual la resistencia sera modulada; y (ii) modificar la secuencia del espaciador
CRISPR de la célula tal que el espaciador CRISPR de la célula tenga homologia para el pseudoespaciador CRISPR
del bacteriéfago que comprende los acidos nucleicos objetivo.

En algunas modalidades adicionales, la presente invencion emplea métodos para conferir resistencia a una célula
(por ejemplo, una célula bacteriana) contra un bacteriéfago que comprende las etapas de: (i) identificar un
pseudoespaciador CRISPR en un bacteriéfago que comprende un &cido nucleico objetivo o un producto de la
transcripcion del mismo contra el cual la resistencia sera modulada; y (ii) modificar la secuencia del espaciador
CRISPR de la célula tal que el espaciador CRISPR de la célula tenga 100% de homologia o identidad para el
pseudoespaciador CRISPR del bacteriéfago que comprende los acidos nucleicos objetivo.

Aun en modalidades adicionales, la presente invencion emplea métodos para modular el lisotipo de una célula
bacteriana que comprende las etapas de: (i) identificar un pseudoespaciador CRISPR en un bacteriéfago que
comprende un acido nucleico objetivo o un producto de la transcripcién del mismo contra el cual la resistencia sera
modulada; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula tal que el espaciador CRISPR de la
célula tenga homologia para el pseudoespaciador CRISPR del bacteriéfago que comprende los acidos nucleicos
objetivo.
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En algunas modalidades adicionales, la presente invencion emplea métodos para modular el lisotipo de una célula
bacteriana que comprende las etapas de: (i) identificar un pseudoespaciador CRISPR en un bacteriéfago que
comprende un acido nucleico objetivo o un producto de la transcripcién del mismo contra el cual la resistencia sera
modulada; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula tal que el espaciador CRISPR de la
célula tenga 100% de homologia o identidad para el pseudoespaciador CRISPR del bacteriéfago que comprende los
acidos nucleicos objetivo.

En algunas modalidades, el espaciador CRISPR de la célula bacteriana tiene 100% de homologia o identidad para
una secuencia (por ejemplo, como un pseudoespaciador CRISPR) en el bacteriéfago que comprende los acidos
nucleicos objetivo.

En algunas modalidades alternativas, el espaciador CRISPR de la célula bacteriana forma una parte componente de
una ubicacién CRISPR que comprende una combinacién de repeticién cas CRISPR funcional como se describe en
la presente.

En algunas modalidades particularmente preferidas, los acidos nucleicos objetivo o un producto de la transcripcion
de los mismos en el bacteri6fago es una secuencia de acidos nucleicos altamente conservada. En algunas
modalidades adicionales, los acidos nucleicos objetivo o producto de la transcripcién del mismo en el bacteriéfago es
un gen que codifica a una proteina de especificidad hospedadora. En algunas modalidades adicionales, los acidos
nucleicos objetivo o producto de la transcripcion del mismo en el bacteriéfago codifica una enzima que es esencial
para la supervivencia, replicacion y/o crecimiento del bacteriéfago. Aun en modalidades adicionales, los acidos
nucleicos objetivo o producto de la transcripcion de los mismos en el bacteriéfago codifican una helicasa, primasa,
una proteina estructural de cabeza o cola, o una proteina con un dominio conservado (por ejemplo, holina, lisina,
etc.).

En algunas modalidades preferidas, las células bacterianas se preparan para tener “susceptibilidad reducida para
una multiplicacion o infeccién del bacteriéfago”. Como se usa en la presente, este término se refiere a bacterias que
tienen baja o ninguna susceptibilidad a la multiplicacién o infeccion del bacteriéfago cuando se compara con las
bacterias del tipo natural cuando se cultivan (por ejemplo, en un medio lacteo).

En algunas modalidades, algunas células bacterianas exhiben “susceptibilidad baja a la multiplicacion del
bacteriéfago”. Este término se refiere a que el nivel de multiplicacion del bacteriéfago en una bacteria esta por
debajo de un nivel, lo cual causaria un efecto nocivo a un cultivo en un periodo dado de tiempo. Tales efectos
nocivos en un cultivo incluyen, pero no se limitan a, ninguna coagulacién de leche durante la produccion de
productos de leche fermentados (por ejemplo, yogur o queso), reduccion inadecuada o lenta del pH durante la
produccién de productos de leche fermentados (por ejemplo, yogur o queso), maduracién lenta del queso, y/o
deterioracion de la textura de un alimento al punto en el que sea poco apetecible o impropio para el consumo.

Para un conjunto equivalente de condiciones del cultivo la susceptibilidad bacteriana hacia un bacteriéfago de la
presente invencién se expresa generalmente en comparacion con las bacterias del tipo natural. En algunas
modalidades, las bacterias tienen aproximadamente 100 veces mas baja (eficiencia de formacion de placa [EOP] =
10'2), preferentemente aproximadamente 1000 veces mas baja (EOP = 10'3), mas preferentemente 10,000 veces
mas baja (EOP = 10'4), y mas preferentemente aproximadamente 100,000 veces mas baja (EOP=10'5). En algunas
modalidades preferidas, el nivel de multiplicacion del bacteri6fago en un cultivo se mide después de
aproximadamente 14 horas de incubacién del cultivo, mas preferentemente después de aproximadamente 12 horas,
mas aun preferentemente después de aproximadamente 7 horas, aun mas preferentemente después de
aproximadamente 6 horas, aun més preferentemente después de aproximadamente 5 horas, y mas preferentemente
después de aproximadamente 4 horas.

En modalidades adicionales, la presente invencion emplea métodos para conferir la sensibilidad a una célula (por
ejemplo, una célula bacteriana) contra un bacteriéfago que comprende las etapas de: (a) proporcionar un
pseudoespaciador CRISPR de por lo menos un bacteriéfago; (b) identificar una 0 mas combinaciones de repeticion
CRISPR-cas funcionales en una célula que es substancialmente resistente al bacteriéfago; y (c) disefiar una o mas
ubicaciones CRISPR en la célula substancialmente sensible tal que comprendan uno o mas pseudoespaciadores
CRISPR o uno o méas espaciadores CRISPR que son complementarios u homdlogos a uno o mas
pseudoespaciadores CRISPR que tienen un grado reducido de homologia comparado con uno o mas de las
ubicaciones CRISPR en la célula substancialmente resistente.

En modalidades adicionales, la presente invencién emplea métodos para modular (por ejemplo, reducir) el lisotipo de
una célula (por ejemplo, una célula bacteriana), que comprende uno o mas genes o proteinas cas y uno o mas,
preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR que comprenden las etapas de: (i) identificar un
pseudoespaciador CRISPR en un bacteriéfago contra el cual la resistencia sera modulada; y (ii) modificar la
secuencia del espaciador CRISPR de la célula tal que el espaciador CRISPR de la célula tenga un grado reducido
de homologia al pseudoespaciador CRISPR del bacteriéfago que comprende los acidos nucleicos objetivo.
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Aun en modalidades adicionales, la presente invencion emplea métodos para modular (por ejemplo, reducir o
disminuir) la resistencia de una célula bacteriana que comprende uno o mas genes o proteinas cas y uno o0 mas,
preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR contra un bacteriéfago que comprende las etapas de: (i) identificar
uno o mas pseudoespaciadores CRISPR en un bacteriéfago contra el cual la resistencia sera modulada; (ii)
identificar un espaciador CRISPR en la célula bacteriana en la que la resistencia sera modulada, que es homologa a
los pseudoespaciadores CRISPR; y (iii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR en la célula bacteriana en la
que la resistencia serd modulada tal que el CRISPR espaciador tenga un grado mas bajo de homologia para los
pseudoespaciadores CRISPR del bacteriéfago contra el cual la resistencia sera modulada.

En algunas modalidades, el espaciador CRISPR de la célula tiene un grado reducido de homologia (por ejemplo,
aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5,
aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10,
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35,
aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55, aproximadamente 60,
aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80, aproximadamente 90, o
aproximadamente 95% de reduccién en homologia) comparado con los pseudoespaciadores CRISPR del
bacteriéfago contra el cual la resistencia sera modulada.

En algunas modalidades, las células bacterianas se preparan usando métodos de la presente invencion, tal que las
células tengan una “susceptibilidad aumentada para la multiplicacion del bacteriéfago”. Como se usa en la presente,
este término se refiere a bacterias que tienen un aumento o susceptibilidad superior para la multiplicacién del
bacteriéfago cuando se compararon con las bacterias del tipo natural cuando se cultivan (por ejemplo, en un medio
lacteo).

En algunas modalidades, el término “susceptibilidad alta para la multiplicacion del bacteriéfago” se refiere al nivel de
multiplicacion del bacteriéfago en una bacteria que esta por arriba de un nivel que causaria un efecto nocivo a un
cultivo en un periodo dado de tiempo. Tales efectos nocivos en un cultivo incluyen, pero no se limitan a, ninguna
coagulacién de leche durante la produccidon de productos de leche fermentados (por ejemplo, yogur o queso),
reduccion lenta o inadecuada del pH durante la produccién de productos de leche fermentados (por ejemplo, yogur o
queso), maduracién lenta del queso, y/o deterioraciéon de la textura de un alimento al punto en el que sea poco
apetecible o impropio para el consumo.

Para un conjunto equivalente de condiciones del cultivo la susceptibilidad bacteriana hacia un bacteriéfago de la
presente invencién se expresa generalmente en comparacion con las bacterias del tipo natural. En algunas
modalidades, las bacterias tienen aproximadamente 100 veces mas baja (eficiencia de formacion de placa [EOP] =
10'2), preferentemente aproximadamente 1000 veces mas baja (EOP = 10'3), mas preferentemente 10,000 veces
mas baja (EOP = 10™), y mas preferentemente aproximadamente 100,000 veces mas baja (EOP=10°). En algunas
modalidades preferidas, el nivel de multiplicacion del bacteri6fago en un cultivo se mide después de
aproximadamente 14 horas de incubacion del cultivo, mas preferentemente después de aproximadamente 12 horas,
aun mas preferentemente después de aproximadamente 7 horas, aun mas preferentemente después de
aproximadamente 6 horas, aun mas preferentemente después de aproximadamente 5 horas, y mas preferentemente
después de aproximadamente 4 horas.

En algunas modalidades preferidas, un espaciador CRISPR se flanquea por dos repeticiones CRISPR (es decir, un
espaciador CRISPR tiene por lo menos una repeticién CRISPR a cada lado).

En algunas modalidades de la presente invencion, la bacteria precursora (por ejemplo, la “cepa bacteriana
precursora”) se expone (por ejemplo, iterativamente, secuencialmente, simultdneamente o substancialmente
simultdneamente) a mas de un bacteriéfago (por ejemplo, una mezcla de uno o mas fagos). En algunas
modalidades, la cepa bacteriana precursora es sensible a cada uno de los bacteriéfagos que se exponen en la
mezcla, mientras que en otras modalidades, la cepa bacteriana es sensible a alguno de los bacteriéfagos, pero es
resistente a otros.

Como se usa en la presente, el término “secuencias de marcado” se refiere a la porcion de un fragmento de ADN
adicional que se deriva del genoma de uno o mas bacteriéfagos (por ejemplo, la mejor hebra del genoma de uno o
mas bacteriéfagos) en el que la bacteria precursora se expone de acuerdo con métodos de la presente invencién y
se usa como una etiqueta o una marca (por ejemplo, proporcionando una Unica etiqueta o una Unica marca).

Las secuencias de marcado son tipicamente una secuencia que es una secuencia que se presenta naturalmente en
el bacteriofago. Preferentemente, las secuencias de marcado tienen por lo menos aproximadamente 90%,
aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98% o aproximadamente
99% de identidad para la secuencia que se presenta naturalmente en el bacteriéfago (por ejemplo, el genoma del
bacteriéfago del cual se deriva). En algunas modalidades mas preferidas, las secuencias de marcado tienen
aproximadamente 100% de identidad para la secuencia que se presenta naturalmente en el bacteriéfago (por
ejemplo, el genoma del bacteriéfago del cual se deriva).
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En algunas modalidades, las secuencias de marcado tienen menos de aproximadamente 40%, aproximadamente
30%, aproximadamente 20%, aproximadamente 10%, aproximadamente 5%, aproximadamente 4%,
aproximadamente 3%, aproximadamente 2%, aproximadamente 1%, o aproximadamente 0% de identidad para
cualquiera de otros espaciadores CRISPR o centro espaciador CRISPR en una o mas ubicaciones CRISPR de la
bacteria etiquetada.

En algunas modalidades, las secuencias de marcado tiene menos de aproximadamente 40%, aproximadamente
30%, aproximadamente 20%, aproximadamente 10%, aproximadamente 5%, aproximadamente 4%,
aproximadamente 3%, aproximadamente 2%, aproximadamente 1%, o aproximadamente 0% de identidad para
cualquier otra secuencia en una o mas ubicaciones CRISPR de la bacteria etiquetada.

En algunas modalidades adicionales, las secuencias de marcado tienen una secuencia que es idéntica a una
secuencia (por ejemplo, como un espaciador CRISPR) en la ubicacion CRISPR de la bacteria. En algunas
modalidades adicionales, las secuencias de marcado tienen una secuencia que es idéntica a una secuencia (por
ejemplo, un espaciador CRISPR) en la ubicacion CRISPR de la bacteria aparte de una o méas polimorfismos del
nucleétido simples (por ejemplo, uno o dos polimorfismos del nucleétido simples).

En algunas modalidades preferidas, las secuencias de marcado tienen por lo menos aproximadamente 20
nucleostidos en longitud, mientras que en algunas modalidades particularmente preferidas es de aproximadamente 20
hasta aproximadamente 58 nucledétidos en longitud.

En algunas modalidades particularmente preferidas, por lo menos una secuencia de marcado se integra en la
bacteria precursora. En algunas modalidades adicionales, también se integra por lo menos una secuencia duplicada
(por ejemplo, una secuencia de repeticion duplicada CRISPR) derivada del genoma de la bacteria precursora o uno
0 mas plasmidos de la bacteria precursora (por ejemplo, megaplasmidos). No se pretende que la presente invencion
se limite a cualquier mecanismo particular o teoria. Sin embargo, se cree que por lo menos una secuencia duplicada
se copie o replique desde el genoma de la bacteria precursora. En particular, se cree tipicamente que la secuencia
de repeticion CRISPR en una ubicacién CRISPR se duplica y la secuencia de marcado se integra en el genoma de
la bacteria inmediatamente después (es decir, en corriente abajo) de las nuevas repeticiones CRISPR duplicadas.

En algunas modalidades particularmente preferidas, por lo menos una secuencia duplicada es una secuencia de
repeticion CRISPR que tiene por lo menos aproximadamente 90%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%,
aproximadamente 97%, aproximadamente 98%, o aproximadamente 99% de identidad para las repeticiones
CRISPR en una o mas ubicaciones CRISPR de la bacteria precursora y/o bacteria etiquetada. Mas preferentemente,
por lo menos una secuencia duplicada es una secuencia de repeticion CRISPR que tiene por lo menos
aproximadamente 100% de identidad para las repeticiones CRISPR en una o mas ubicaciones CRISPR del bacteria
precursora y/o bacteria etiquetada. En algunas modalidades preferidas, la secuencia duplicada es por lo menos de
aproximadamente 24 nucleétidos en longitud, mientras que en algunas modalidades particularmente preferidas es de
aproximadamente 24 hasta aproximadamente 40 nucleétidos en longitud.

En algunas modalidades preferidas, por lo menos una secuencia de marcado y por lo menos una secuencia
duplicada se integran en la bacteria precursora. No se pretende que la presente invencion se limite a cualquier
mecanismo particular o teoria. Sin embargo, se cree que cada vez que, una secuencia de marcado se integra en el
genoma de la bacteria precursora, esta se acompafa por la integracién iterativa, secuencial, simultanea o
substancialmente simultdnea de por lo menos una secuencia duplicada. Por consiguiente, por lo menos un par de
secuencias que comprenden las secuencias de marcado y la secuencia duplicada se integran en la bacteria
precursora, resultando en una bacteria etiquetada.

En algunas modalidades preferidas, por lo menos una secuencia de marcado y por lo menos una secuencia
duplicada se integran adyacentes entre si. Mas preferentemente, por lo menos una secuencia de marcado y por lo
menos una secuencia duplicada se integran directamente adyacente entre si, tal que no existan nucleétidos que
intervengan entre las secuencias.

En algunas modalidades, la secuencia duplicada se adjunta, enlaza o fusiona a un extremo (por ejemplo, el extremo
5 o0 3’) de la secuencia de marcado. Preferentemente, la secuencia duplicada se adjunta, enlaza o fusiona al
extremo 5’ de la secuencia de marcado. Por consiguiente, siguiendo la integracion de un solo par de secuencias, la
secuencia duplicada es la primer secuencia en el extremo 5’ de la ubicacién CRISPR y secuencia de marcado sera
la segunda (por ejemplo, la préxima) secuencia en la ubicacién CRISPR, en corriente abajo de la secuencia
duplicada. En algunas modalidades preferidas, las secuencias se adjuntan directamente, se enlazan directamente o
fusionan directamente tal que no existan nucleétidos que intervengan entre la secuencia duplicada y la secuencia de
marcado.

Asi, en algunas modalidades, una secuencia duplicada y un par de la secuencia de marcado se integran en el

genoma de la bacteria precursora para dar lugar a una bacteria etiquetada. La secuencia duplicada se deriva, se
puede derivar, se obtiene o se puede obtener del genoma de la bacteria precursora y la secuencia de marcado se
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deriva, se puede derivar, se obtiene o se puede obtener del genoma del bacteriéfago que se usa para infectar a la
bacteria precursora.

Sorprendentemente, se ha encontrado incluso que en algunas modalidades, se integran pares multiples de
secuencias en el genoma de la bacteria precursora. De acuerdo a estas modalidades, los pares multiples
comprenden un primer par que comprende una secuencia duplicada y una secuencia de marcado, y un segundo par
que comprende una segunda secuencia duplicada y una segunda secuencia de marcado. La segunda secuencia
duplicada comprende tipicamente la misma secuencia (por ejemplo, mayor que aproximadamente 95%,
aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98%, aproximadamente 99%, o
aproximadamente 100% de identidad) como la primera secuencia duplicada. Las secuencias de marcado
comprenden tipicamente una secuencia diferente (por ejemplo, menos de aproximadamente 40%, aproximadamente
30%, aproximadamente 20%, aproximadamente 10%, aproximadamente 5%, aproximadamente 4%,
aproximadamente 3%, aproximadamente 2%, aproximadamente 1%, o aproximadamente 0% identidad) a la primera
secuencia de marcado. Este también es el caso en modalidades en las que se integran pares adicionales de
secuencias.

Por consiguiente, la configuracién de los pares multiples comprende tipicamente:

[secuencia de marcado - secuencia duplicada],

endonden =2, 3,4, 5,6, 0o mas.

Preferentemente, la configuracién de los pares multiples comprende tipicamente:

[secuencia de marcado - repeticion CRISPR]j,

endonde n=2, 3,4, 5,6, 0mas.

En algunas modalidades, la configuracion de los pares multiples es:

5'-[ secuencia de marcado - secuencia duplicada],{y

endonden=2,3,4,5,6,0mas.

Preferentemente, la configuracion de los pares multiples es:

5’-[secuencia de marcado - repeticion CRISPR]n'a’

endonden=2,3,4,5,6,0mas.

Por consiguiente, en algunas modalidades, los pares multiples de secuencias se integran en la bacteria precursora.
En algunas modalidades, las secuencias de marcado se integran adyacente a: (i) una secuencia duplicada que es
homadloga (por ejemplo, idéntica) a una secuencia que se presenta naturalmente en la bacteria precursora; (ii) una
secuencia duplicada que es homologa (por ejemplo, idéntica) a una secuencia que se presenta naturalmente en la
ubicacion CRISPR de la bacteria precursora; o (iii) mas preferentemente, una secuencia duplicada que es homéloga
(por ejemplo, idéntica) a una repeticion CRISPR que se presenta naturalmente en la ubicacién CRISPR de la
bacteria precursora.

Siguiendo cada exposicion de una bacteria precursora para un bacteriéfago dado en experimentos independientes,
la secuencia de marcado en cada una de las bacterias etiquetadas presenta una secuencia del nucleétido diferente,
creando asi, una secuencia que es Unica para cada bacteria. Asi, sin limitarse por cualquier teoria particular, se cree
que luego de la exposicion de una bacteria precursora para un bacteriéfago dado, la secuencia de marcado que se
integra en una bacteria precursora se selecciona aparentemente al azar del genoma del bacteriéfago. Sin embargo,
no se pretende que la presente invencion se limite a eventos de integracion aleatorios.

Ventajosamente, este descubrimiento sorprendente se utiliza en el contexto de la presente invencion en virtud del
hecho de que la secuencia de marcado seleccionada aleatoriamente proporciona una Unica marca o etiqueta en la
bacteria etiquetada. Sorprendentemente, también se ha encontrado que cuando la misma bacteria precursora se
expone al mismo bacteriéfago, la secuencia de marcado que se integra en los experimentos independentes/distintos

es de una secuencia diferente, produciendo una Unica etiqueta en la bacteria etiquetada siguiendo cada exposicion.

En algunas modalidades, las secuencias de marcado seleccionadas aleatoriamente se identifican en la bacteria
etiquetada en virtud de una o mas de las siguientes propiedades de la secuencia de marcado:

(1) La ubicacion de la secuencia de marcado en una o mas ubicaciones CRISPR del mutante insensible al
bacteriéfago. Como se describe en la presente, las secuencias de marcado se localizan tipicamente en un y/o
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ambos extremos (por ejemplo, los extremos 5’ y/o 3’, mas preferentemente, el extremo 5’) de la ubicacién CRISPR
de la bacteria etiquetada.

(2) La secuencia de marcado tiene un grado alto de homologia o identidad (por ejemplo, 100% de identidad) a una
secuencia en el genoma del bacteriéfago en el que la bacteria precursora fue expuesta; y/o

(3) La secuencia de marcado se fusiona, enlaza o anexa a (por ejemplo, directamente fusionado, enlazado o
anexado) por lo menos a una secuencia (por ejemplo, una repeticion CRISPR) que se duplica desde el genoma de la
bacteria precursora. Tipicamente, como se describe en la presente, este par adicional de secuencias se localiza en
uno y/o ambos extremos (por ejemplo, los extremos 5 y/o 3, preferentemente, el extremo 5’) de la ubicacion
CRISPR de la bacteria etiquetada.

En algunas modalidades de marcado/etiquetacion proporcionadas en la presente, una o mas secuencias de
marcado y/o una o mas secuencias duplicadas (por ejemplo, la repeticion CRISPR duplicada desde la bacteria
precursora) se integra en la ubicacion CRISPR de la bacteria precursora. En algunas modalidades preferidas, uno o
mas pares de secuencia de marcado-secuencia duplicada se describen en la presente para integrarse en la
ubicacion CRISPR de la bacteria precursora. En algunas modalidades, las secuencias marcadas y/o secuencias
duplicadas se integran dentro de la ubicacion CRISPR de la bacteria precursora. En algunas otras modalidades, las
secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas se integran en uno o en ambos extremos de la ubicacion CRISPR
de la bacteria precursora. Aun en modalidades adicionales, las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas se
integran a ambos extremos de la ubicacion CRISPR de la bacteria precursora, tal que las secuencias estan en el
extremo 5’ y 3’ de la ubicacion CRISPR. Una de las secuencias duplicadas sera tipicamente la primera secuencia en
el extremo 5’ de la ubicacion CRISPR y las secuencias de marcado estaran inmediatamente en corriente abajo de la
secuencia duplicada. La otra secuencia duplicada estarg en la ultima secuencia en el extremo 3’ de la ubicacion
CRISPR y la secuencia de marcado estara inmediatamente en corriente arriba de la secuencia duplicada.

En algunas modalidades, las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas integran una o mas ubicaciones
CRISPR. Aun en modalidades adicionales, las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas se integran en un
extremo de la ubicacion CRISPR de la bacteria precursora, tal que las secuencias estén en el extremo 3’ de la
ubicacion CRISPR. La secuencia duplicada estara en la ultima secuencia en el extremo 3’ de la ubicacion CRISPR y
las secuencias de marcado estaran inmediatamente en corriente arriba de la secuencia duplicada. Preferentemente,
las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas se integran en un extremo de la ubicacion CRISPR de la
bacteria precursora tal que las secuencias estén en el extremo 5 de la ubicacion CRISPR. La secuencia duplicada
es la primera secuencia en el extremo 5’ de la ubicacion CRISPR y la secuencia de marcado esta inmediatamente
en direccion descendente de la secuencia duplicada.

Como se describe en la presente, las secuencias de marcado son una marca especifica de cepa en el sentido en el
que las secuencias de marcado que se integran o se insertan desde el bacteridéfago en la bacteria precursora es
diferente en cada momento en el que la bacteria precursora (por ejemplo, la misma bacteria precursora) se expone
al bacteriofago (por ejemplo, el mismo bacteriéfago). Aqui, la secuencia de marcado encuantra un uso como una
Unica etiqueta para una cepa bacteriana dada.

Las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas se integran en una o mas ubicaciones CRISPR diferentes,
mientras que en otras modalidades, dos 0 mas secuencias de marcado diferentes y/o secuencias duplicadas se
integran en una ubicacion CRISPR, y aun en modalidades adicionales, dos o0 mas secuencias de marcado diferentes
y/o secuencias duplicadas se integran cada una en dos o mas ubicaciones CRISPR diferentes. Cada una de las
secuencias de marcado de cada uno de los bacteriéfagos y/o cada una de las secuencias duplicadas (por ejemplo,
las repeticiones CRISPR duplicadas) de la bacteria precursora puede integrarse en la misma ubicacion CRISPR.

En algunas modalidades, cada una de las secuencias de marcado y/o cada una de las secuencias duplicadas se
integran en uno o ambos extremos de la misma ubicacién CRISPR. En algunas modalidades adicionales, cada una
de las secuencias de marcado y/o cada una de las secuencias duplicadas se integran en el extremo 5’ y/o 3’ de la
misma ubicacion CRISPR. Preferentemente, cada una de las secuencias de marcado y/o cada una de las
secuencias duplicadas se integran en el extremo 5 de la misma ubicacién CRISPR. En algunas modalidades
adicionales, cada una de las secuencias de marcado y/o cada una de las secuencias duplicadas de la bacteria
precursora se integran iterativamente, simultdneamente o substancialmente de forma simultdnea. En algunas
modalidades, cada una de las secuencias de marcado y/o cada una de las secuencias duplicadas se integran
secuencialmente, por medio de las cuales la primera secuencia de marcado y/o la primera secuencia duplicada se
integra en la bacteria precursora. Una segunda secuencia de marcado desde un segundo bacteriéfago y/o otra
secuencia duplicada se integran en la bacteria precursora. Adecuadamente, las secuencias de marcado y/o la
secuencia duplicada se integran en el ADN cromosomatico de la bacteria precursora.

En algunas modalidades, cada una de las secuencias de marcado y/o cada una de las secuencias duplicadas se
integran en un extremo (por ejemplo, el extremo 5°) de la misma ubicacion CRISPR adyacente (por ejemplo,
contiguo) entre si. Asi, en algunas modalidades, cada una de las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas
se integran secuencialmente, por medio de las cuales las primeras secuencias se integran en la bacteria precursora
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en un extremo (por ejemplo, dentro o en el extremo 5’ y/o 3’) de la ubicacion CRISPR. Una segunda secuencia de
marcado y/o secuencia duplicada puede integrarse entonces en la bacteria precursora adyacente (por ejemplo,
directamente adyacente) al primer par de secuencias. En algunas modalidades, las segundas secuencias se
integran en la bacteria precursora adyacente (por ejemplo, directamente adyacente) al extremo 5 o 3’ de las
primeras secuencias. Preferentemente, las segundas secuencias se integran en la bacteria precursora adyacente
(por ejemplo, directamente adyacente) al extremo 3’ de las primeras secuencias y asi sucesivamente. En algunas
modalidades, cada una de las secuencias se integran adyacentes (por ejemplo, proximo a) entre si dentro de o en el
extremo 3’ y/o en el extremo 5 de la misma ubicacion CRISPR de la bacteria precursora. En algunas modalidades
preferidas, cada una de las secuencias se integran adyacentes (por ejemplo, proximo a) entre si en el extremo 5’ de
la misma ubicacién CRISPR de la bacteria precursora. Mas preferentemente, cada una de las secuencias se
integran adyacentes (por ejemplo, préximo a) entre si en corriente arriba del extremo 5’ de la ubicacion CRISPR de
la bacteria precursora. Mas preferentemente, cada una de las secuencias se integran adyacentes (por ejemplo,
proximo a) entre si en corriente arriba de la repeticion 5 CRISPR de la ubicacién CRISPR de la bacteria precursora.
El mas preferentemente, cada una de las secuencias se integra adyacente (por ejemplo, proximo a) entre si rio
arriba del primero 5’ repeticiones CRISPR de la ubicacion CRISPR de la bacteria precursora.

Bacterias etiquetadas.

Como se usa en la presente, el término “bacterias etiquetadas” y “bacteria etiquetada” se refiere a una bacteria
precursora, bacterias precursoras, o cepa bacteriana precursora en la cual una o mas ubicaciones CRISPR o una
porcion de la misma ha sido modificada (por ejemplo, mutada) de tal manera que es insensible a uno o mas a los
bacteriéfagos que se han expuesto. Como se describe adicionalmente a detalle en la presente, en algunas
modalidades, la bacteria etiquetada se expone en mas de un bacteriéfago (por ejemplo, ya sea iterativamente,
secuencialmente o simultdneamente), tal que acumula una o mas modificaciones genémicas dentro de una o mas
ubicaciones CRISPR de tal manera que se vuelve insensible a cada uno de los bacteriéfagos a los que han sido
expuestos.

Para infectar las células, un bacteridéfago inyecta o transfiere sus acidos nucleicos en la célula con los acidos
nucleicos del fago que existen independientemente del genoma de la célula. En algunas modalidades, la infeccion
resulta en la expresion (es decir, la transcripcion y traduccion) de acidos nucleicos del bacteriéfago dentro de la
célula y continuacion del ciclo de vida del bacteriofago.

En algunas modalidades de la presente invencion, después de la exposicion al bacteriéfago, la bacteria etiquetada
tiene una reducida o ninguna susceptibilidad a la infeccidon del bacteriéfago y/o multiplicacion cuando se comparé
con la bacteria precursora. Como se usa en la presente, el término “susceptibilidad reducida a la infeccién y/o
multiplicacion del bacteriéfago” significa que el nivel de infeccidn del bacteriéfago y/o multiplicacién en la bacteria
etiquetada no causa un efecto nocivo a la bacteria etiquetada.

Asi, en algunas modalidades de la presente invencion, una bacteria precursora no se asesina después de la
exposicion al bacteriéfago, debido a la mutacion de la bacteria precursora de tal manera que se vuelve insensible al
bacteriéfago.

En algunas modalidades, la bacteria etiquetada es insensible o substancialmente insensible a la infeccién y/o
multiplicacion adicional mediante el bacteriéfago. En modalidades adicionales, la bacteria etiquetada es insensible o
substancialmente insensible a uno o mas de los mecanismos que el bacteriéfago usa para infectar y/o multiplicarse
en una bacteria. Aun en modalidades adicionales, la bacteria etiquetada es insensible o substancialmente insensible
a todos los mecanismos que el bacteriéfago usa para infectar y/o multiplicarse en una bacteria. Ain en modalidades
adicionales, la bacteria etiquetada desarrolla uno o mas mecanismos que atenuan, inactivan o destruyen al
bacteriéfago durante el ciclo de infeccion. En algunas modalidades adicionales, la presente invencion proporciona
cepas etiquetadas seleccionadas mediante procedimientos de separacion por exclusion estandar que son conocidos
en el arte para aislar mutantes insensibles a bacteriofagos.

En algunas modalidades de la presente invencién, una bacteria etiquetada que comprende una secuencia de
marcado en la ubicacion CRISPR que no esta presente en la bacteria precursora se selecciona después de la
comparacion de la ubicacién CRISPR o una porcion de la misma de la bacteria precursora y la bacteria etiquetada.

En algunas modalidades preferidas, se selecciona una bacteria etiquetada que comprende un fragmento de ADN
adicional dentro de o en el extremo 5’ y/o 3’ de la ubicacion CRISPR que no esta presente en la bacteria precursora.
Mas preferentemente, se selecciona una bacteria etiquetada que comprende una secuencia de marcado adyacente
(por ejemplo, directamente adyacente) al extremo 3’ de una secuencia recientemente duplicada en la ubicacion
CRISPR de la bacteria etiquetada que no esta presente en la bacteria precursora. Mas preferentemente, se
selecciona una bacteria etiquetada que comprende una secuencia de marcado adyacente (por ejemplo,
directamente adyacente) al extremo 3’ de la primera repeticion CRISPR de la ubicacion CRISPR en la bacteria
etiquetada que no esta presente en la bacteria precursora.
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En algunas modalidades, las secuencias de marcado (por ejemplo, una o mas secuencias de marcado) se aislan y/o
clonan. En algunas modalidades adicionales, se forman secuencias de las secuencias de marcado (por ejemplo, una
0 mas secuencias de marcado). Estas modalidades proporcionan ventajas, que no soélo proporcionan informacién
acerca de la ubicacion de las secuencias de marcado dentro de la ubicacion CRISPR, sino también la secuencia
especifica de la misma. En algunas modalidades, esta informacion se guarda en una base de datos, que proporciona
una etiqueta Unica para la bacteria dada y también un medio para rastrear subsecuentemente y/o para identificar la
bacteria.

Una vez que se conoce la secuencia de las secuencias de marcado en la bacteria etiquetada, las secuencias de
marcado solo encuentran uso en la identificacion de las bacterias. Usando varios métodos que son conocidos en el
arte y descritos en la presente, se determina la secuencia y/o ubicaciéon de las secuencias de marcado. Esta
secuencia se compara entonces con, por ejemplo, una base de datos de la secuencia bacteriana y/o una base de
datos de la secuencia del bacteriéfago y/o una base de datos o etiquetas/marcas para identificar la bacteria.

Organismo del donador

Como se usa en la presente en algunas modalidades, el término “organismo del donador” se refiere a un organismo
0 célula a partir del cual la repeticion CRISPR y/o gen cas y/o combinaciones y/o espaciadores CRISPR se derivan.
Estos pueden ser el mismo o diferente. En algunas modalidades, el término “organismo del donador” se refiere a un
organismo o célula a partir del cual una o mas, preferentemente, dos 0 mas repeticiones CRISPR y/o uno o mas
genes cas y/o combinaciones de los mismos y/o espaciadores CRISPR se derivan. Estos pueden ser el mismo o
diferente. En algunas modalidades, el espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR se deriva sintéticamente.
Aun en modalidades adicionales, el organismo del donador o célula comprende uno o mas espaciadores CRISPR,
que confieren inmunidad especifica contra un acido nucleico objetivo o producto de la transcripcién del mismo. En
modalidades adicionales, el organismo del donador o célula a partir del cual el gen cas y/o repeticiones CRISPR y/o
combinacién de las mismas se deriva, es también la célula receptora/organismo para la ubicacion CRISPR
recombinante. Estos pueden ser el mismo o diferente. En otras modalidades, el organismo del donador o célula a
partir del cual el espaciador CRISPR se deriva, es también la célula receptora/organismo para la ubicacién CRISPR
recombinante. Estos pueden ser el mismo o diferente. En modalidades en las que el organismo del donador es una
célula bacteriana, el organismo del donador comprende tipicamente un espaciador CRISPR que confiere inmunidad
especifica contra los acidos nucleicos objetivo o productos de la transcripcion de los mismos. En algunas
modalidades, el organismo es una célula bacteriana mientras que en otras modalidades es un bacteriéfago.

Célula Hospedadora

Como se usa en la presente, el término “célula hospedadora” se refiere a cualquier célula que comprende la
combinacién, constructo o vector y similares de acuerdo a la presente invencion. En algunas modalidades, las
células hospedadoras se transforman o transfectan con una secuencia del nucleétido contenida en un vector (por
ejemplo, un vector de clonacién). En algunas modalidades, una secuencia del nucleétido puede conducirse en un
vector para la replicacién y/o expresion de la secuencia del nucledtido. Las células se eligen para ser compatibles
con el vector y en algunas modalidades, son células procariéticas (por ejemplo, bacterianas).

Células Receptoras

Como se usa en la presente, el término “célula receptora” se refiere a cualquier célula cuya resistencia contra un
acido nucleico objetivo o un producto de la transcripcién del mismo se modula o va a ser modulado. En algunas
modalidades, la célula receptora se refiere a cualquier célula que comprende acidos nucleicos recombinantes de
acuerdo a la presente invencion. En algunas modalidades, la célula receptora comprende una o0 mas,
preferentemente, dos o mas repeticiones CRISPR y uno o més genes o proteinas cas. Apropiadamente, las
repeticiones CRISPR vy los genes o proteinas cas forman una combinacién funcional en la célula receptora, como se
describe en la presente. En algunas modalidades adicionales, la célula receptora comprende una o mas repeticiones
CRISPR modificadas y/o uno o mas genes o proteinas cas modificadas. Apropiadamente, las repeticiones CRISPR
modificadas y/o los genes o proteinas cas modificadas forman una combinacién funcional en la célula receptora,
como se describe en la presente. En algunas modalidades, la célula receptora comprende una o mas repeticiones
CRISPR genéticamente disefiadas y/o uno o mas genes o proteinas cas genéticamente disefiadas. Apropiadamente,
las repeticiones CRISPR genéticamente disefiadas y/o los genes o proteinas cas genéticamente disefiados forman
una combinacion funcional en la célula receptora, como se describe en la presente. En algunas modalidades
alternativas, la célula receptora comprende una o mas repeticiones CRISPR recombinantes y/o uno o mas genes o
proteinas cas recombinantes. Apropiadamente, las repeticiones CRISPR recombinantes y/o los genes o proteinas
cas recombinantes forman una combinaciéon funcional en la célula receptora, como se describe en la presente. Aun
en modalidades adicionales, la célula receptora comprende una o mas repeticiones CRISPR y uno o mas genes o
proteinas cas que se presentan naturalmente. Apropiadamente, las repeticiones CRISPR y los genes o proteinas
cas forman una combinacién funcional.

En algunas modalidades, la célula receptora comprende combinaciones de una o mas repeticiones CRISPR que se
presentan naturalmente o recombinantemente, genéticamente disefiadas, modificadas, y uno o0 mas genes o
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proteinas cas que se presentan naturalmente o recombinantemente, genéticamente disefiadas o modificadas.
Apropiadamente, uno o mas espaciadores CRISPR que se presentan naturalmente o recombinantemente,
genéticamente disefiados, modificados, 0 uno 0 mas genes o proteinas cas que se presentan naturalmente o
recombinantemente, genéticamente disefiadas, modificadas forman una combinacién funcional.

En algunas modalidades, la célula receptora es una célula procarittica. En algunas modalidades preferidas, la célula
receptora es una célula bacteriana. Se describen las células bacterianas adecuadas en la presente. En algunas
modalidades, la célula bacteriana se selecciona de una especie de bacteria del 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 que incluye las especies Enterococcus, especies
Pediococcus, una especie Leuconostoc y especies de Oenococcus. Las especies convenientes incluyen, pero no se
limitan a Lactococcus lactis, que incluyen Lactococcus lactis subsp. 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.

En algunas modalidades en la que la resistencia de la célula sera modulada, la célula bacteriana se usa para la
fermentacioén de la carne (que incluye ternera, carne de cerdo, y pollos) que incluye, pero no se limita a, bacterias de
acido lactico, Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, especies de Micrococcus,
Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus xylosus y Staphylococcus
vitulinus y mezclas de las mismas, como se conoce en el arte. En algunas modalidades alternativas, la célula
bacteriana se usa para la fermentacion de mezclas formadas de verduras (por ejemplo, zanahorias, pepinos,
tomates, pimientos, y col) que incluye, pero no se limita a, Lactobacillus plantatum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc
mesenteroides, Pediococcus pentosaceus, y mezclas de las mismas, como se conoce en el arte. En algunas
modalidades alternativas, la célula bacteriana se usa para la fermentaciéon de masa formada de cereales (por
ejemplo, trigo, centeno, arroz, avena, cebada, y maiz). En algunas modalidades adicionales, la célula bacteriana se
usa para la produccion de vino. Tipicamente, esto se logra por la fermentacion de jugo de fruta, tipicamente el jugo
de la uva. Aun en modalidades adicionales, la célula bacteriana se usa para la fermentacion de la leche para
producir el queso (por ejemplo, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Streptococcus
thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. biovar
diacetylactis, Lactococcus, Bifidobacterium, y Enterococcus, etc., y mezclas de las mimas), como se conoce en el
arte. Aun en modalidades adicionales, la célula bacteriana se usa para la fermentacion del huevo (por ejemplo,
Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, y mezclas de los mismos), como se conoce en el arte. En
algunas modalidades adicionales, la célula bacteriana se usa en cosméticos o composiciones farmacéuticas.

En algunas modalidades, la célula en la cual la resistencia sera modulada es una bacteria que naturalmente
comprende una o mas ubicaciones CRISPR. Las ubicaciones CRISPR se han identificado en mas de 40 procariotas
(Ver, Haft et al., 2005, supra) que incluye, pero no se limita 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, Methylococcus, Pasteurella, Photobacterium, Salmonella,
Xanthamonas, Yersinia, Treponema, y Thermotoga.

Cepa Bacteriana Precursora

Como se usa en la presente los términos “bacteria precursora”, “bacterias precursoras” y “cepa precursora” se
refieren a cualquier bacteria/bacterias/cepas que son expuestos a uno o mas bacteriéfagos. En algunas
modalidades, los bacteriéfagos son virulentos para la cepa bacteriana precursora, mientras que en otras
modalidades, no son virulentos. En algunas modalidades particularmente preferidas, las bacterias precursoras son
sensibles al fago virulento. En algunas modalidades preferidas, la cepa precursora se infecta por el bacteriéfago. En
algunas modalidades particularmente preferidas, la infeccion por el fago da como resultado las
bacteria/bacterias/cepas precursoras o una subpoblacién insensible a las mismas para una infeccién adicional por el
bacteriéfago. En algunas modalidades preferidas, la infeccion de una “bacteria precursora” por uno o mas
bacteriéfagos resulta en la creaciéon de una cepa etiquetada que puede seleccionarse en base a su insensibilidad al
bacteriéfago. En algunas modalidades preferidas, el “mutante resistente a bacteriéfagos” es una bacteria que se
marca o etiqueta de acuerdo a los métodos de la presente invencién. En algunas modalidades, las bacterias
precursoras son cepas bacterianas del tipo natural. En algunas modalidades preferidas, las bacterias precursoras
son cepas del tipo natural de bacterias que no se han infectado previamente con cualquier bacteriéfago. En algunas
modalidades preferidas, las bacterias precursoras son cepas del tipo natural de bacterias que no se han marcado o
etiquetado previamente, mientras que en algunas modalidades alternativas, las bacterias de patente son mutantes
resistentes a bacteriéfagos que se han marcado o etiquetado previamente.

En algunas modalidades particularmente preferidas, la bacteria precursora se selecciona de cualquier bacteria que
naturalmente comprende una o mas ubicaciones CRISPR. Como se indica anteriormente, las ubicaciones CRISPR
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se han identificado en mas de 40 procariotas (Ver, Haft et al., [2005], supra) que incluye, pero no se limita a
Aeropyrum, Pyrobaculum, Sulfolobus, Archaeoglobus, Halocarcula, Methanobacteria, Methanococcus,
Methanosarcina, Methanopyrus, Pyrococcus, Picrophilus, Thermoplasma, Corynebacteria, Mycobacteria,
Streptomyces, Aquifex, Porphyromonas, Chlorobium, Thermus, Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Clostridium,
Thermoanaerobacter, Mycoplasma, Fusobacteria, Azarcus, Chromobacteria, Neisseria, Nitrosomonas, Desulfovibrio,
Geobacter, Myxococcus, Campylobacter, Wolinella, Acinetobacter, Erwinia, Escherichia, Legionella, Methylococcus,
Pasteurella, Photobacteria, Salmonella, Xanthamonas, Yersinia, Treponema, y Thermotoga.

En algunas modalidades, la bacteria precursora comprende uno o mas espaciadores heterélogos CRISPR, una o
mas repeticiones CRISPR heterdlogas, y/o uno o mas genes cas heterélogos. En algunas modalidades alternativas,
la bacteria precursora comprende una o mas ubicaciones CRISPR heterélogos, preferentemente, una o mas
ubicaciones CRISPR completas. En algunas modalidades adicionales, la bacteria precursora comprende
naturalmente una o mas ubicaciones CRISPR y también comprende uno o mas espaciadores CRISPR heterdlogos,
una o mas repeticiones CRISPR heterdlogas y/o uno o mas genes cas heterélogos. En algunas modalidades
adicionales, la bacteria precursora comprende naturalmente una o mas ubicaciones CRISPR y también comprende
una o mas ubicaciones CRISPR heterdlogas, preferentemente, una o mas ubicaciones CRISPR completas.

La presente invencion abarca cultivos mixtos de células y fagos. En algunas modalidades, el cultivo mixto es una
mezcla de diferentes mutantes que corresponden a eventos de integracién diferentes en el mismo y/o en
ubicaciones CRISPR diferentes.

Aunque no se pretende que la presente invencidon se limite, los géneros bacterianos precursores preferidos son
Streptococcus y Lactobacillus. De hecho, se pretende que cualquier especie bacteriana encuentre un uso en la
presente invencion, que incluye pero que no se limita a Escherichia, Shigella, Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus,
Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria, Bordetella, Helicobacter, Listeria, Agrobacteria, Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium, Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella,
Brucella, Bifidobacterium, Brevibacterium, Propionibacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus, y/o Xanthomonas. En algunas modalidades, las bacterias precursoras son
o se derivan de las bacterias del 4cido lactico, que incluye pero que no se limitan a Bifidobacterium, Brevibacterium,
Propionibacterium, Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus (por ejemplo, L. acidophilus), Enterococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, y/o Oenococcus. En modalidades adicionales, las bacterias precursoras son o se derivan
de Lactococcus lactis (por ejemplo, L. lactis subsp. lactis y L. lactis subsp.cremoris, y L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis), L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L., helveticus, L., acidophilus, L. casei, L. paracasei, L. salivarius, L.
plantarum, L. reuteri, L. gasseri, L. johnsonii, Bifidobacterium lactis, B. infantis, B. longum, y/o Streptococcus
thermophilus.

En algunas modalidades de la presente invencion, la bacteria precursora es una “bacteria de grado alimenticio” (es
decir, una bacteria que se usa y generalmente se considera como segura para el uso en la preparacion y/o
produccién de alimentos y/o alimentacion). En algunas modalidades preferidas, la bacteria precursora es
conveniente para uso como un cultivo de inicio, un cultivo probiético, y/o un suplemento dietético. En modalidades
adicionales, la bacteria precursora encuentra uso en la fermentacion de la carne (por ejemplo, ternera, carne de
cerdo, cordero, y polleria) que incluye, pero no se limita a, bacterias del acido lactico, Pediococcus cerevisiae,
Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. sakei, L. curvatus, especies de Micrococcus, Pediococcus pentosaceus,
Staphylococcus xylosus, S. vitulinus y mezclas de las mismas (Vea por ejemplo, Knorr (ed.), Food Biotecnology, en
538-39 [1987]; y Pederson, Microbiology of Fermented Foods, en 210-34, 2d ed., [1979]; y la Patente de los Estados
Unidos No. 2,225,783). Aun en modalidades adicionales, la bacteria precursora encuentra uso en la fermentacion de
verduras (por ejemplo, zanahorias, pepinos, tomates, pimientos, y col) que incluye, pero no se limita a, L. plantatum,
L. brevis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus pentosaceus, y mezclas de las mismas (Ver por ejemplo, Knorr,
supra; Pederson, supra; y la patente de los Estados Unidos Nos. 3,024,116, 3,403,032, 3,932,674, y 3,897,307). Aun
en modalidades adicionales, la bacteria precursora encuentra uso en la fermentacién de masa formada a partir de
cereales (por ejemplo, trigo, centeno, arroz, avena, cebada, y maiz). Aun en modalidades adicionales, la bacteria
precursora encuentra uso en la produccion de vino a través de la fermentacion del jugo de fruta (por ejemplo, el jugo
de la uva). En algunas modalidades adicionales, la bacteria precursora encuentra uso en la fermentacion de la leche
(por ejemplo, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus, S. thermophilus, y mezclas de las mismas (Ver, Knorr,
supra; y Pederson supra, paginas 105-35). En algunas modalidades preferidas, la bacteria precursora encuentra un
uso en la produccion de queso, que incluye pero que no se limitan a L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus, L.
lactis subsp. lactis, L lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, S. thermophilus,
Bifidobacterium Enterococcus, etc., y mezclas de los mismos (Ver por ejemplo, Knorr, supra, y Pederson, supra, en
135-51). Aun en modalidades adicionales, la bacteria precursora encuentra un uso en la fermentacién de huevos,
que incluye pero que no se limita a Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, y mezclas de los mismos
(Ver, Knorr, supra). En algunas modalidades, la bacteria precursora encuentra un uso en la fermentaciéon para
producir varios productos, que incluyen pero que no se limitan a quesos y queso cotagge (por ejemplo, L. lactis
subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris), yogur (L. delbrueckii subsp. bulgaricus, y S. thermophilus), queso suizo (por
ejemplo, S. thermophilus, L. lactis, y L. helveticus), queso azul (Leuconostoc cremoris), queso italiano (L. bulgaricus
y S. thermophilus), viili (L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc cremoris),
yakult (L. casei), caseina (L. lactis subsp. cremoris), natto (Bacillus subtilis var. natto), vino (Leuconostoc oenos),
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sake (Leuconostoc mesenteroides), polimixina (Bacillus polymyxa), colistina (Bacillus colistrium), bacitracina (Bacillus
licheniformis), acido L-glutamico (Brevibacteria lactofermentum y Microbacterium ammoniaphilum), y acetona y
butanol (Clostridium acetobutyricum, y Clostridium saccharoperbutylacetonicum). En algunas modalidades
preferidas, las especies bacterianas precursoras son seleccionadas de S. thermophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus y/o L. acidophilus.

Aun en modalidades adicionales, las bacterias precursoras encuentran un uso en métodos que incluyen pero no se
limitan a la produccién antibiética, produccion de aminoacidos, produccion de solventes, y produccion de otros
materiales econdmicamente utiles. Aun en otras modalidades, las bacterias precursoras encuentran un uso en las
composiciones cosméticas, terapéuticas, y/o farmacéuticas. En algunas modalidades, las composiciones tienen las
actividades particulares, que incluyen pero que no se limitan a la regeneracion de la piel, que incluyen pero que no
se limitan a las propiedades anti arrugas, desvanecimiento de cicatrices antiguas, reparacion de los tejidos dafiados
por quemaduras, promocién de la salud de la piel, eliminacién de manchas por pigmentacion, etc. En algunas
modalidades adicionales, las composiciones promueven o inhiben el crecimiento de ufas, pelo o vello. En algunas
modalidades, las composiciones comprenden por lo menos un cultivo microbiano y/o la bacteria etiquetada y/o un
cultivo celular producido usando métodos y composiciones de la presente invencion.

En modalidades adicionales, las bacterias precursoras son mutantes insensibles a bacteriéfagos. Asi, en algunas
modalidades, las bacterias precursoras son insensibles a uno o mas bacteriéfagos. En algunas modalidades
preferidas, la bacteria precursora no es un mutante insensible a bacteriéfagos para el bacteriéfago al que sera
expuesto durante un uso en la presente invencién.

Cultivos de Inicio

Los cultivos de inicio se usan extensivamente en la industria de los alimentos, en la fabricacion de productos
fermentados que incluyen los productos derivados de la leche (por ejemplo, el yogur y el queso), asi como los
productos derivados de la carne, productos de panaderia, vinos y productos de las verduras.

Los cultivos de inicio usados en la fabricaciéon de la mayoria de la leche fermentada, queso y productos de
mantequilla incluyen cultivos de bacterias, generalmente clasificados como bacterias del acido lactico. Tales cultivos
de inicio bacterianos imparten caracteristicas especificas para varios productos lacteos realizando una variedad de
funciones.

Los cultivos no concentrados comerciales de bacterias se refieren en la industria como “cultivos madre” y se
propagan en el sitio de la produccion, por ejemplo, en un lacteo, antes de que se agregue a un material de inicio
comestible, como la leche, para la fermentacion. El cultivo de inicio propagado en el sitio de la produccién para la
inoculacién en un material de inicio comestible se denomina “de inicio a granel”.

Los cultivos de inicio adecuados para uso en la presente invencion incluyen cualquier organismo que es de uso en
los alimentos, cosméticos o industria farmacéutica (es decir, “cultivos industrialmente utiles” o “cepas industrialmente
utiles”).

Los cultivos de inicio son preparados mediante técnicas bien conocidas en el arte (Ver por ejemplo, la patente de los
Estados Unidos No. 4,621 ,058). En algunas modalidades, los cultivos de inicio se preparan mediante la introduccion
de inoculacién, por ejemplo una bacteria, a un medio de crecimiento (por ejemplo, un producto o medio de
fermentacion) para producir un medio inoculado e incubando el medio inoculado para producir un cultivo de inicio.

Los cultivos de inicio secos se preparan mediante técnicas bien conocidas en el arte (Ver por ejemplo, Patente de
los Estados Unidos. Nos. 4, 423,079 y 4,140,800). Cualquier forma conveniente de cultivos de inicio secos encuentra
un uso en la presente invencion, que incluye las preparaciones sélidas (por ejemplo, comprimidos, peletizados,
capsulas, polvos, granulos y productos en polvo) que son humedecibles, secados por rocio, secados por
congelacion, y liofilizados. En algunas modalidades, los cultivos de inicio secos para uso en la presente invencion
estan en la forma de un peletizado congelado ahuecado o en forma de un polvo deshidratado por congelacion. Los
cultivos de inicio secos en un peletizado congelado ahuecado o polvo deshidratado por congelacion se preparan de
acuerdo con cualquier método conveniente conocido en el arte.

En algunas modalidades, los cultivos de inicio usados en la presente invencién estan en la forma de concentrados
que comprenden una concentracion substancialmente alta de una o mas cepas bacterianas. En algunas
modalidades, los concentrados se diluyen con agua o resuspenden en agua u otros diluyentes convenientes, (por
ejemplo, un medio de crecimiento apropiado, aceite mineral, o aceite vegetal). Los cultivos de inicio secos de la
presente invencion estan en la forma de concentrados que se preparan de acuerdo a los métodos conocidos en el
arte (por ejemplo, centrifugacion, filtracion o una combinacion de tales técnicas).

En algunas modalidades, el cultivo de inicio es conveniente para usarse en la industria lactea. Cuando se usa en la

industria lactea, el cultivo de inicio es a menudo seleccionado de una especie de bacterias de acido lactico, una
especie de Bifidobacterium, una especie Brevibacterium, una especie de Propionibacteria. Los cultivos de inicio
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adecuados del grupo de bacterias de acido lactico incluyen comunmente cepas usadas de especies Lactococcus,
una especie Streptococcus, una especie Lactobacillus incluye Lactobacillus acidophilus, especies Enterococcus,
especies Pediococcus, una especie Leuconostoc y especies Oenococcus.

Normalmente se usan cultivos de bacterias del acido lactico en la fabricacion de productos de leche fermentados
(por ejemplo, el suero de leche, yogur o crema agria), y en la fabricacion de mantequilla y queso (por ejemplo, brie o
havarti). Las especies de Lactococcus incluyen Lactococcus lactis ampliamente usados, que incluye el Lactococcus
lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris.

Otras especies de bacteria de acido lactico incluyen Leuconostoc sp., Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus helveticus. Ademas, las cepas probiéticas (por ejemplo, especies
Lactococcus), incluyen el ampliamente usado Lactococcus lactis, que incluye el Lactococcus lactis subsp. lactis, y
Lactococcus lactis subsp. cremoris.

Los cultivos mesofilicos de bacterias del acido lactico usadas comunmente en la fabricaciéon de productos de leche
fermentados tales como el suero de leche, yogur o crema agria, y en la fabricacion de mantequilla y queso (por
ejemplo, brie o havarti). Otras especies 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, en algunas modalidades, la cepa probiética tal como
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei se agregan durante la fabricacién para mejorar
el sabor o promover la salud.

Los cultivos de bacterias de acido lactico normalmente usados en la fabricacion de quesos cheddar y monterey jack
incluyen Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris o
combinaciones de los mismos.

Los cultivos termofilicos de bacterias del acido lactico normalmente usados en la fabricacion de quesos italianos
tales como de pasta filata o parmesanos, incluyen Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus. Otras especies de Lactobacillus (por ejemplo, Lactobacillus helveticus) se agregan durante la fabricacion
para obtener un sabor deseado.

En algunas modalidades preferidas, el organismo del cultivo de inicio comprende o consiste en una cepa
genéticamente modificada preparada de acuerdo con los métodos proporcionados en la presente, de una de las
cepas de bacterias del acido lactico anteriores o cualquier otra cepa de cultivo de inicio.

La seleccion de organismos para el cultivo de inicio de la invencion dependera del tipo particular de productos a ser
preparados y tratados. Asi, por ejemplo, para la elaboracion de queso y mantequilla, se usan los cultivos mesofilicos
de especies Lactococcus, especies Leuconostoc y especies Lactobacillus ampliamente usadas, considerando que
para el yogur y otros productos de leche fermentados, se usan tipicamente las cepas termofilicas de especies
Streptococcus y de especies Lactobacillus.

En algunas modalidades, el cultivo de inicio es un cultivo de inicio seco, un cultivo de inicio deshidratado, un cultivo
de inicio congelado, o un cultivo de inicio concentrado. En algunas modalidades, el cultivo de inicio se usa en la
inoculacion directa del medio de fermentacion o producto.

El cultivo de inicio es un cultivo mixto (es decir, que comprende por lo menos dos cepas bacterianas diferentes).
Bacterias del Acido lactico

Los cultivos de inicio particularmente adecuados, en particular cultivos de inicio secos, para un uso en la presente
invencion comprenden las bacterias del acido lactico.

Como se usa en la presente el término “bacterias del acido lactico” se refiere a las bacterias anaerdbicas o
microaerofilicas Gram positivas que fermentan el aztcar con la produccidon de acidos que incluyen el acido lactico
como el acido producido predominantemente, acido acético, acido férmico y acido propiénico. Las bacterias del
acido lactico mas utiles industrialmente se encuentran entre las especies de Lactococcus, tales como Lactococcus
lactis, especies Lactobacillus, especies Bifidobacterium, especies Streptococcus, especies Leuconostoc, especies
Pediococcus y especies Propionibacterium.

Los cultivos de inicio de la presente invencion pueden comprender una o mas especies de bacterias del acido lactico
tales como, Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus o
combinaciones de los mismos .

Los cultivos de inicio de bacterias del acido lactico se usan cominmente en la industria de alimentos como cultivos

de cepa mixtos que comprenden una o mas especies. Para una variedad de cultivos de cepa mixtas, tales como los
cultivos de inicio para el yogur que comprenden cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y
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Streptococcus thermophilus, una relacion simbidtica existe entre las especies, en donde la produccion de acido
lactico es mayor comparado con los cultivos de bacterias de acido lactico de una sola cepa (Ver por ejemplo,
Rajagopal et al., J. Dairy Sci., 73:894-899 [1990]).

Productos

Los productos adecuados para uso en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, un comestible, productos
cosméticos o productos farmacéuticos. Cualquier producto, que se prepara de o comprende, un cultivo se contempla
de acuerdo con la presente invencion. Estos incluyen, pero no se limitan a, frutas, legumbres, cosechas de forraje y
verduras que incluyen productos derivados, granos y productos derivados de granos, alimentos lacteos y productos
derivados de alimentos lacteos, carne, pollos, mariscos, cosméticos y productos farmacéuticos.

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

Como se usa en la presente, el término “ingrediente para alimentos” incluye una formulacién que es o puede
agregarse a los alimentos e incluye formulaciones que pueden usarse a niveles bajos en una variedad amplia de
productos que requieren, por ejemplo, acidificacion o emulsion.

Como se usa en la presente, el término “alimentos funcionales” significa un alimento que es capaz de proporcionar
no solo un efecto nutritivo y/o una satisfaccion del sabor, sino también es capaz de suministrar un efecto beneficioso
adicional al consumidor. Aunque no existe una definicion formal de un alimento funcional, en la mayoria de las
reuniones con interés en esta area se esta de acuerdo que hay alimentos comercializados que tienen efectos
saludables especificos.

El término “alimento” abarca a los alimentos para humanos asi como los alimentos para animales (es decir, pienso).
En un aspecto preferido, el alimento es para el consumo humano.

En algunas modalidades, las células descritas en la presente comprenden o se agregan a un ingrediente del
alimento, un suplemento alimenticio, o un alimento funcional. En algunas modalidades, el alimento esta en forma
liquida (por ejemplo, una solucidn), gel, emulsiéon, o sdlido, denominado por el modo de aplicacion y/o
administracion.

Las células descritas en la presente encuentran uso en la preparacion de productos alimenticios asi como en uno o
mas de: productos de confiteria, productos lacteos, productos de la carne, productos de polleria, productos de
pescado y productos de panaderia. En algunas modalidades, las bacterias encuentran un uso como ingredientes en
bebidas ligeras, jugos de fruta, bebidas que incluyen suero de proteinas, tés saludables, bebidas de cacao, bebidas
de leche, bebidas con bacterias del acido lactico, yogur, yogur bebible, y vinos, etc.

Se proporciona también un método para preparar alimentos, el método que comprende mezclar las células de
acuerdo con la presente invencion con un ingrediente alimenticio (tal como un material de inicio para alimentos). El
método para preparar un alimento también es otro aspecto de la presente invencion.

Apropiadamente, un alimento como se describe en la presente, es un producto lacteo. En algunas modalidades
preferidas, el producto lacteo es el yogur, queso (por ejemplo, el queso de cuajada acido, queso duro, queso semi-
duro, queso cottage, etc.), el suero de leche, quark, crema agria, kefir, créme fraiche, bebida basada en suero
fermentado, koumiss, bebida de leche, o bebida de yogur.

Como se usa en la presente, el término “alimento” tiene un sentido muy amplio, pretende abarcar alimentos para
humanos asi como alimentos para los animales no humanos (es decir, pienso). En algunas modalidades preferidas,
los alimentos son para el consumo humano. El término “pienso” como se usa en la presente incluye material de
plantas procesado y crudo y material de no plantas. El término abarca cualquier alimento adecuado para consumirse
por un animal, que incluye, pero no se limita al ganado, polleria, pescado, crustaceos, y/o animales domésticos.

Desarrollo de Cepas Resistentes al Fago y Cultivos de inicio

Durante el desarrollo de la presente invencion, la resistencia al fago que involucra los genes CRISPR-cas, asi como
su funcién en la resistencia a la entrada del ADN extranjero y en la funcién de los espaciadores insertados dentro del
CRISPR en la especificidad de esta resistencia, ha sido elucidada. Cabe destacar, que la presente invencion
proporciona métodos y composiciones para el desarrollo de cepas resistentes al fago y cultivos de inicio. En algunas
modalidades, una cepa precursora “A” se expone al fago “P” y a una variante resistente al fago seleccionada
(Variante “A 1.0”). La variante A 1.0 se analiza (por ejemplo por PCR, y/o formacién de secuencias de ADN) para
confirmar la presencia de un espaciador insertado adicional dentro de una ubicacién CRISPR. La secuencia del
nucledtido del espaciador adicional (espaciador Sp1.0) se determina entonces. Tipicamente, el espaciador Sp1.0 es
un fragmento de aproximadamente 30 nucledtidos en tamarfio desde el fago P, y proporciona resistencia al fago P y
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fagos relacionados (“fagos relacionados” son aquéllos que contienen la secuencia del espaciador en sus genomas, y
definen una familia de fagos).

Independientemente de la primera exposicion al fago, la misma cepa precursora A se expone al mismo fago P y se
selecciona una segunda variante resistente al fago (Variante A2.0). La variante A2.0 se selecciona para también
tener un espaciador adicional insertado (espaciador Sp2.0) dentro de una ubicacion CRISPR pero con la secuencia
del espaciador Sp2.0 que es diferente del espaciador Sp1.0. Tipicamente, el espaciador Sp2.0 es un fragmento de
aproximadamente 30 nucledtidos en tamario del fago P, y proporciona resistencia al fago P y fagos relacionados. De
manera semejante, en algunas modalidades, se generan las variantes A3.0 a Ax.0 a través de la exposicion de la
misma cepa A al mismo fago P. Todas las variantes “A” son seleccionadas para también tener un espaciador
adicional insertado (espaciador Sp3.0 a Spx.0) dentro de una ubicacién CRISPR pero con la secuencia de todos los
espaciadores “Sp” que son diferentes de cada uno de los otros. Tipicamente, los espaciadores “Sp” son fragmentos
de aproximadamente 30 nucledtidos en tamafio del fago P, y todos proporcionan resistencia al fago P y fagos
relacionados.

Aunque estas variantes son utiles, estan limitadas por lo que se refiere al alcance de su resistencia. Asi, en algunas
modalidades, es ventajoso desarrollar cepas resistentes al fago de nivel secundario. De hecho, es ventajoso
desarrollar ademas estas variantes resistentes al fago aumentando y extendiendo su resistencia a los fagos.
Tipicamente, puede estimarse que el nivel de resistencia sera aproximadamente de una sola mutaciéon que ocurre
dentro del genoma del fago dentro de la secuencia que corresponde al espaciador (es decir, aproximadamente 10™
a 10'6). Por consiguiente, las cepas resistentes al fago que acumulan espaciadores diferentes dentro de la ubicacién
CRISPR tienen un nivel incrementado de resistencia al fago que contiene la secuencia de éstos espaciadores dentro
de su genoma (es decir, puesto que multiples mutaciones simples necesitan ocurrir dentro del genoma del fago).

En algunas modalidades, las variantes de nivel secundario se producen aislando un fago mutado a través de la
exposicion de la variante A1.0 al fago P. Tipicamente, este fago mutado (fago P1.0) tiene una mutacion (eliminacién,
punto de mutacién, etc.) en su genoma dentro de la regién que contiene la secuencia del espaciador Sp1.0. La
variante A1.0 es sensible al fago P1.0. Entonces, la variante A1.0 se expone al fago P1.0 y a una variante resistente
al fago (Variante A1.1) seleccionada (Ver, Figura 15). La variante A1.1 también se selecciona tal que tiene un
espaciador adicional insertado (espaciador Sp1.1) dentro de una ubicacién CRISPR pero con la secuencia del
espaciador Sp1.1 que es diferente de los espaciadores Sp1.0, Sp2.0 a Spx.0. Tipicamente, el espaciador Sp1.1 es
un fragmento de aproximadamente 30 nucledtidos en tamafio del fago P1.0, y proporcionara resistencia al fago P1.0
y fagos relacionados. La variante A1.1 es resistente al fago P1.0 y preferentemente, tiene una resistencia
incrementada al fago P debido a la acumulacion del espaciador Sp1.0 y Sp1.1.

En modalidades adicionales, un fago recientemente mutado (fago P1.1) se genera a través de la exposicion de la
variante A1.1 al fago P1.0. Entonces, después de la exposicion de la variante A1.1 al fago P1.1, una nueva variante
A1.2 se obtiene, que contiene un nuevo espaciador adicional (Sp1.2). Este espaciador proporciona resistencia al
fago P1.1 y preferentemente incrementa la resistencia al fago P1.0 y P (es decir, debido a la acumulaciéon de
espaciadores Sp1.0, Sp1.1, Sp1.2). Aun en modalidades adicionales, los espaciadores diferentes (por ejemplo, 2, 3
0 4) se acumulan iterativamente dentro de la cepa A a través de la variante A1, después de la variante A1.1,
después de la variante A1.2, etc. para obtener una variante altamente resistente a los fagos (variante A1.n). Aun en
modalidades adicionales, los espaciadores diferentes adicionales pueden acumularse en la misma cepa a través de
la variante A2, después de la variante A2.1, después de la variante A2.2, etc para generar otra variante de la cepa A
altamente resistente a los fagos (variante A2.n) en paralelo. La misma estrategia encuentra uso con las variantes
A3.0 a Ax.0.

En algunas modalidades, se proporcionan cepas que son resistentes a mas de una familia de fagos. Como una cepa
dada puede ser sensible a mas de una familia de fagos, en algunas modalidades, se deseaba agrandar la
resistencia de la cepa para familias del fago multiples introduciendo los espaciadores adicionales dentro de una
ubicacion CRISPR que se origina de otras familias de fagos (Ver, la Figura 16). Por ejemplo, los fagos P, Q, y R son
fagos representativos de tres familias de fagos capaces de infectar la cepa A. Usando el método descrito arriba y en
la presente, se producen variantes resistentes a todas las tres familias del fago. En algunas modalidades, el fago P
se usa para generar la variante A1 (que contienen el espaciador Sp1) que es resistente al fago P. Entonces, se
selecciona la variante A1° que se expone al fago Q y un fago resistente a la variante (Variante A1"). La variante
A1”% tiene un espaciador adicional (Sq1) insertado dentro de una ubicacion CRISPR. Tipicamente, el espaciador Sq1
es un fragmento de aproximadamente 30 nucleétidos en tamafio del fago Q, y proporciona resistencia al fago Q y los
fagos relacionados. La variante A1° es resistente a ambos fagos P y Q. Luego, la variante A1 " se expone al fago R
y se selecciona una variante resistente al fago (Variante A1 ). La variante A1 tiene un tercer espaciador adicional
(Sr1) insertado dentro de una ubicacién CRISPR. Tipicamente, Sr1 es un fragmento de aproximadamente 30
nuclestidos en tamaro del fago R, y también proporciona resistencia al fago R y fagos relacionados. La variante A1
P9" es resistente a todos los tres fagos. En algunas modalidades particularmente preferidas, la variante también es
resistente a los fagos relacionados.

En modalidades adicionales, los métodos anteriores se usan en combinacion para producir resistencia incrementada
y expandida en los fagos. En algunas modalidades particularmente preferidas, estas variantes tienen resistencias
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altas para familias del fago multiples. Aun en modalidades adicionales, se producen cepas que son resistentes a
fagos particulares o familias de fagos que son problematicos en fabricas particulares y/o fermentadores.

Inmunidad mediada por CRISPR y Aplicaciones para las Cepas Resistentes al fago.

En contraste con las ensefianzas del arte previo que supone que CRISPR o los espaciadores CRISPR podrian estar
involucrados para conferir inmunidad especifica, la presente invencién se basa, en parte, al descubrimiento
sorprendente que se requieren genes o proteinas cas para la inmunidad contra un acido nucleico objetivo o un
producto de la transcripcion del mismo. Sin embargo, no se pretende que la presente invencion se limite a cualquier
mecanismo particular, funcién, o medios de accion.

Aun mas sorprendentemente, durante el desarrollo de la presente invencién, se encontré que uno o mas genes o
proteinas cas estan asociados con dos o mas repeticiones CRISPR dentro de las ubicaciones CRISPR. En otros
términos, los genes o proteinas cas parecen ser especificas para una repeticion CRISPR de ADN dado, lo que
significa que los genes o proteinas cas y la forma de la secuencia repetida forman un par funcional. Por
consiguiente, uno o mas espaciadores CRISPR encuentran uso junto con uno o mas de estos pares funcionales (es
decir, repeticiones CRISPR y genes cas) para modular la resistencia de una célula contra un acido nucleico objetivo
o un producto de la transcripcion del mismo.

En una modalidad, para una o mas espaciadores CRISPR que confieren inmunidad a la célula, las repeticiones
CRISPR y los genes cas o las proteinas forman una combinacion funcional (es decir, repeticiones CRISPR) y los
genes cas o las proteinas son compatibles).

En modalidades preferidas adicionales, la presente invencion proporciona genes/proteinas cas que influyen en la
resistencia de las bacterias en los fagos. En modalidades preferidas adicionales, la presente invenciéon proporciona
por lo menos dos repeticiones CRISPR y por lo menos un gen/proteina cas util en la prediccion, determinacion y/o
modificacién de la resistencia bacteriana en fagos. De hecho, la presente invencién proporciona métodos para
modificar el lisotipo (es decir, la resistencia/sensibilidad a varios fagos) de bacterias. Por consiguiente, la
identificacion y deteccion de las ubicaciones CRISPR en las células y fagos proporciona medios para determinar,
predecir y modificar el perfil de resistencia de células, asi como interacciones del fago-hospedador.

Ventajosamente, la aplicacién de una o mas ubicaciones CRISPR, dos o mas repeticiones CRISPR, uno o mas
genes o proteinas cas y/o uno o mas espaciadores CRISPR en la ingenieria genética proporciona medios para
producir variantes resistentes o sensibles de células para su uso dentro de una variedad amplia de aplicaciones en
la industria de la biotecnologia.

Como se discutié con mayor detalle debajo, los fagos son parasitos naturales de bacterias que pueden desarrollarse
durante la fermentacion. Luego de una infeccién por fagos, se matan las bacterias que dafian el proceso de la
fermentaciéon. En la fermentaciéon de lacteos, estas infecciones por fagos tienen a menudo impactos econémicos
mayores, que van desde una calidad reducida del producto fermentado hasta la pérdida completa del producto.

Para superar los problemas por fagos, las compafiias de cultivos de inicio han desarrollado varias estrategias. Los
programas de cultivo de inicio tradicionales han dependido de estrategias de rotacion de defensa contra fagos
(PDRS) para minimizar los fracasos debido al ataque de fagos (Ver por ejemplo, Klaenhammer, Adv. Appl.
Microbiol., 30: 1 [1984]; Lawrence et al., J. Dairy res. 43: 141 [1976); y Whitehead and Hunter, J., Dairy Res., 15: 1
12 [1947]). Estas estrategias confian en multiples cepas genéticamente no relacionadas que tienen probabilidad de
presentar espectros diferentes de sensibilidad a los fagos (es decir, lisotipos diferentes). Cuando un fago aparece
durante un proceso de fermentacion usando una cepa definida, una cepa que es idealmente de un lisotipo diferente
(es decir, con un patron de sensibilidad diferente a los fagos) se usa como reemplazo para la fermentacion. La
historia ha demostrado, sin embargo, que es dificil identificar suficientes nimeros de lisotipos distintos para utilizar
estas estrategias con éxito. De hecho, muchas cepas de interés industrial presentan caracteristicas funcionales raras
(por ejemplo, S. thermophilus con textura de acidificacion rapida). Ademas, no todas las cepas presentan
caracteristicas apropiadas para producirse como cultivos de inicio. Ademas, debido a su rareza y al aumento en
tamanio de las fabricas de lacteos, estas cepas se usan intensivamente.

Existen problemas adicionales con las estrategias de rotaciéon de cultivos de inicio tradicionales. Aunque algunas
cepas no son atacadas por fagos existentes cuando se introducen, los fagos aparecen a menudo eventualmente
debido a la mutaciéon del fago, modificacion, y acumulacién progresiva de ataques a la cepa recientemente
introducida (Ver por ejemplo, Heap and Lawrence, N.Z.J. Dairy Sci. Technol., 11 :16 [1976]; Limsowtin y Terzaghi,
N.Z.J. Dairy Sci. Technol., 11 :251 [1976]; Pearce, N.Z.J. Dairy Sci. Technol., 13: 166 [1978]; y Sanders y
Klaenhammer, Appl. Environ. Microbiol., 40:500 [1980]). Por otra parte, en muchos casos, la longevidad y actividad
de inicio de rotaciones de cepas complejas es imprevisible y a menudo conduce a un fracaso inicial (Ver por
ejemplo, Limsowtin et al., N.Z.J. Dairy Sci. Technol. ,13: 1 [1977]; y Thunell et al., J. Dairy Sci., 64, 2270 [1981]).
Ademas, rotaciones prolongadas que involucran numerosas cepas incrementan el nivel y diversidad del fago que
contamina a la planta (Ver por ejemplo, Heap and Lawrence, N.Z.J. Dairy Sci. Technol., 12:213 [1981]; Lawrence
et.al, J. Dairy Sci., 61 :1 181 [1978]; y Thunell et al, J., Dairy Sci. 64, 2270 [1981 ]).
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Para luchar contra la proliferacion del fago, los programas de cultivo de inicio tradicionales han dependido del uso de
cepas que presentan las mismas o similares funcionalidades tecnoldgicas pero sensibilidades diferentes a los fagos.
Las cepas se usan en la rotacién para realizar una fermentacion sucesiva. Estos programas confian tradicionalmente
en multiples cepas genéticamente no relacionadas que por consiguiente presentan espectros diferentes de
sensibilidad a los fagos (lisotipo). Las metodologias alternativas (Ver por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos
5,5693,885) utiliza programas de cultivo de inicio basados en el uso de conjuntos de cepas isogénicas que presentan
diferente sensibilidad a los fagos, en lugar de cepas genéticamente no relacionadas que presentan lisotipos
diferentes. El término “conjunto de cepas isogénicas” como se usa en la presente, define cepas que son idénticas a
las del punto de vista cromosomatico pero que cada una difiere por la presencia de uno o0 mas mecanismos de
resistencia del fago que se sostienen por medio del plasmido. En tal programa de rotacion del cultivo de inicio,
cuando un fago aparece durante un proceso de fermentacion usando una cepa definida, una cepa que es idealmente
de un lisotipo diferente (es decir, con un espectro diferente de sensibilidad a los fagos) se usa en el reemplazo para
la fermentacion. Debido a este lisotipo diferente, la segunda cepa no es afectada por los fagos que permanecen
inactivos en el ambiente. La mayoria de la poblacion de fagos inactivos se eliminan entonces mediante una
fermentaciéon sucesiva e higienizaciéon, y son erradicados en el momento en el que la primera cepa se usa
nuevamente para la fermentacion, si es que el sistema trabaja como se espera.

La presente invencién proporciona métodos mejorados y composiciones adecuadas para adordar estos problemas
en la industria de la fermentacién. De hecho, la presente invencién proporciona métodos y composiciones para la
industria de la fermentacion, en particular, para la industria lactea con una seleccién de cepas adecuadas que
cumplian con las necesidades de las estrategias de rotacion de defensa contra fagos. Ademas, la presente invencion
proporciona métodos y composiciones adecuadas para personalizar cepas que tienen lisotipos que se adaptan a un
ambiente del fago particular. En particular, la presente invencidon proporciona métodos y composiciones adecuadas
para dirigir la evolucion de una cepa dada en varios lisotipos, para producir cepas que soélo difieren de otras por su
espectro de sensibilidad a los fagos (lisotipo). Esta diferencia de lisotipos es una funcion del sistema CRISPR-cas,
como se describe en la presente. En algunas modalidades preferidas, se obtienen lisotipos diferentes a través de la
“modulacién” de la resistencia del fago. En algunas modalidades particularmente preferidas, aunque los lisotipos son
diferentes, las cepas de este tipo tienen un metabolismo idéntico (por ejemplo, de carbono, nitrégeno, etc.) y por lo
tanto, funcionalidades idénticas (por ejemplo, acidificacion, sabor, textura, etc.). Esto proporciona medios para
amplificar la construccién de una rotacion inicial. Ademas, la procesabilidad industrial de la cepa resistente a fagos
es idéntica (por ejemplo, necesidades de nutricién, resistencia a la operacion de procesamiento, etc.), reduciendo
asi, la necesidad de desarrollar procesos de produccion especificos. De hecho, la presente invencion proporciona
métodos y composiciones adecuadas para minimizar las fallas en la fermentacion debido al ataque de fagos. En
algunas modalidades, se proporcionan métodos y composiciones para la produccion de cultivos iniciales altamente
resistentes a los fagos, mediante la asociacion de cepas resistentes a fagos multiples que difieren por su lisotipo. En
algunas modalidades alternativas, se proporcionan métodos y composiciones para producir cultivos iniciales con
funcionalidades industriales estrictamente idénticas para usarse en la fermentacién de lacteos por rotacion. En
modalidades adicionales, se proporcionan métodos y composiciones que son adecuadas para reemplazar a los
iniciales existentes previniendo ataques frecuentes a fagos en las plantas de lacteos, introduciendo una nueva cepa
bacteriana que es resistente a los fagos involucrada en estos ataques hacia los fagos. En algunas modalidades,
estos métodos y composiciones se usan iterativamente para combatir los ataques de fagos secuenciales.

El cultivo inicial es un cultivo bacteriano mixto. En algunas modalidades particularmente preferidas, los cultivos
iniciales incluyen cantidades iguales de variantes resistentes al fago multiples (es decir, por lo menos 2) que soélo
difieren en sus CRISPR vy su sensibilidad a los fagos. En algunas modalidades, estas variantes son del primer nivel
de variantes resistentes a los fagos, (por ejemplo, las variantes A1.0 mas A2.0, como se describe anteriormente). En
algunas modalidades preferidas, las variantes se seleccionan de aquellas que estan en el segundo nivel de variantes
resistentes a los fagos, (por ejemplo, las variantes A 1.4 mas A2.4, como se describe anteriormente). En algunas
modalidades particularmente preferidas, las variantes se seleccionan de entre el tercer nivel de variantes resistentes
a los fagos. En tales cultivos bacterianos mixtos, cuando una de las variantes es atacada por un fago dado, las otras
variantes no son atacadas por el fago, debido a su distinta sensibilidad a los fagos y la fermentacién no se ve
afectada de forma adversa.

En algunas modalidades adicionales, se usa un iniciador principal y un respaldo del iniciador. El iniciador principal
esta compuesto de una sola cepa. En algunas modalidades, esta cepa es del primer nivel de las variantes
resistentes a los fagos, mientras que en otras modalidades preferidas, la cepa es del segundo nivel, y aun en otras
modalidades mas preferidas, la cepa es del tercer nivel. En algunas modalidades preferidas, el respaldo del iniciador
se basa en una variante resistente a los fagos obtenida independientemente de la misma cepa precursora. Esta
segunda variante resistente al fago difiere de la otra variante por sus CRISPR y es del primer nivel de variantes
resistentes a los fagos, mientras que en otras modalidades preferidas, la cepa es del segundo nivel, y aun en otras
modalidades mas preferidas, la cepa es del tercer nivel. Por ejemplo, en algunas modalidades, el iniciador principal
esta hecho de una variante A1.4 y un respaldo del iniciador esta hecho de la cepa A2.4. Luego de una primera
aparicion de un fago durante la fermentacion con el iniciador principal, este iniciador se descarta y reemplaza por el
respaldo del iniciador. En otras modalidades preferidas mas, se prepara también un tercer iniciador como respaldo
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del iniciador, que actuara de respaldo para el respaldo. En modalidades preferidas, los iniciadores estan hechos de
variantes resistentes a multiples fagos.

Aun en modalidades adicionales, la presente invencién proporciona métodos y composiciones adecuadas en las
estrategias de rotacion. En algunas modalidades, en lugar de descartar al iniciador, frecuentemente atacado por los
fagos, los iniciadores se usan de una manera ciclica aun cuando se observa un ataque por fagos. Esta estrategia
limita el numero de iniciadores a ser desarrollados. En algunas modalidades particularmente preferidas, los
iniciadores son cada uno hechos de cepas resistentes a fagos mudltiples en lugar de una sola. Esto proporciona
robustez incrementada a los fagos emergentes. Aun en modalidades adicionales, se proporcionan iniciadores
personalizados. En algunas modalidades preferidas, las variantes resistentes a los fagos se producen para combatir
especificamente fagos que estan presentes en una planta o instalacién de fermentacién dada.

TIPIFICACION
Se proporciona un método para identificar (por ejemplo, tipificacion) a una bacteria etiquetada.

La etapa de identificacion puede realizarse amplificando (por ejemplo, amplificacién por PCR) la ubicacion CRISPR o
una porcion de la misma.

Un primer cebador puede disefarse para hibridizar a una secuencia que se localiza corriente arriba de la primera
repeticion CRISPR de una ubicacién CRISPR. A modo de ejemplo, el primer cebador puede hibridizarse a una parte
de la secuencia lider comun de la ubicacion CRISPR. A modo de ejemplo adicional, el primer cebador puede
hibridizar a un gen contiguo que se localiza en corriente arriba de la ubicacién CRISPR.

El segundo cebador puede hibridizarse en corriente abajo desde por lo menos el primer espaciador CRISPR o por lo
menos el primer centro espaciador CRISPR. El segundo cebador puede hibridizarse en una posicion tan alejada
como el remolque o incluso en un gen contiguo en corriente abajo. Preferentemente, el segundo cebador hibridiza
dentro de la ubicacion CRISPR. Preferentemente, el segundo cebador hibridiza por lo menos parcialmente a un
espaciador CRISPR en corriente abajo o centro espaciador CRISPR.

Después de la amplificacion, las secuencias de marcado pueden identificarse usando varios métodos que se
conocen en el arte.

A modo de ejemplo, las secuencias de marcado pueden identificarse determinando el patron de restriccion del
producto de amplificacion. Por consiguiente, una vez que el ADN que comprende la ubicacién CRISPR o una porcién
de la misma se ha amplificado, puede digerirse (por ejemplo, cortarse) con una o0 mas enzimas de restriccion.

Como se usa en la presente, el término “enzimas de restriccion” se refiere a las enzimas (por ejemplo, enzimas
bacterianas) cada una de las cuales corta el ADN de hebra doble en o cerca de una secuencia del nucleétido
especifica. Las enzimas de restriccion son bien conocidas en el arte y pueden obtenerse facilmente, por ejemplo, de
una variedad de fuentes comerciales (por ejemplo, New England Biolabs, Inc., Beverly, Massachusetts). De manera
semejante, los métodos para usar las enzimas de restriccion también son generalmente bien conocidos y de rutina
en el arte. Pueden usarse las enzimas de restriccion que producen entre 10 y 24 fragmentos de ADN cuando cortan
la ubicaciéon CRISPR o una porcion de la misma. Ejemplos de tales enzimas incluyen, pero no se limitan a, Alul,
Msel, y Tsp5091. Pueden detectarse fragmentos de ADN obtenidos usando las enzimas de restriccion, por ejemplo,
como bandas mediante electroforesis por gel. Las enzimas de restriccién pueden usarse para crear Polimorfismos
de Longitud del Fragmento de Restriccion (RFLP).

Los RFLP son generados cortando (“restringiendo”) una molécula de ADN con una endonucleasa de restricciéon. Se
han aislado muchos centenares de tales enzimas, elaboradas naturalmente por bacterias. En esencia, las bacterias
usan tales enzimas como un sistema defensivo, para reconocer y después desdoblar (restringir) cualquier molécula
de ADN extranjera que podria entrar en la célula bacteriana (por ejemplo, una infeccién virica). Cada uno de los
muchos centenares de diferentes enzimas de restricciéon se han encontrado que cortan (es decir, “desdoblan” 0”
restringen”) ADN en una secuencia diferente de los 4 nucleétidos basicos (A, T, G, C) que constituyen a todas las
moléculas de ADN, por ejemplo, una enzima podria especificamente y solamente reconocer la secuencia A-A-T-G-
A-C, mientras que otra podria especificamente y sélo reconocer la secuencia G-T-A-C-T-A, etc. Dependiendo de la
unica enzima involucrada, tales secuencias de reconocimiento pueden variar en longitud, desde tan solo 4
nucledtidos hasta 21 nucleétidos. Cuanto mayor sea la secuencia de reconocimiento, menos fragmentos de
restriccion resultaran, ya que cuanto mayor sea el sitio de reconocimiento menor sera la probabilidad de que se
encuentre repetidamente a lo largo del ADN.

A modo de ejemplo adicional, las secuencias de marcado pueden identificarse mediante determinado o también
determinando la diferencia en el tamafio del producto de amplificacion.

La separacion puede lograrse mediante cualquier método adecuado para separar ADN, que incluye, pero no se
limita a, electroforesis por gel, cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), espectroscopia de masa, y uso de un
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dispositivo microfluidico. En una modalidad, los productos de amplificacion o fragmentos de ADN estan separados
por electroforesis de gel de agarosa. La electroforesis de gel separa las moléculas cargadas de tamafrio diferente por
su proporcion de movimiento a través de un gel estacionario bajo la influencia de una corriente eléctrica. Estos
productos de amplificacion separados o fragmentos de ADN pueden visualizarse facilmente, por ejemplo, mediante
la tincién con bromuro de etidio y observando el gel bajo iluminacion de UV. El patron de bandeo refleja el tamafio
del ADN de restriccion digerido o los productos de amplificacion.

A modo de un ejemplo adicional, las secuencias de marcado pueden identificarse mediante la formaciéon de
secuencias de los productos de amplificacion.

La secuencia de los productos amplificados puede obtenerse por cualquier método conocido en el arte, que incluye
los métodos automaticos y los métodos de formacion de secuencias manuales. Ver, por ejemplo, Sambrook et al.
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva
York; Roe et al. (1996) DNA Isolation and Sequencing (Essential Techniques Series, John Wiley & Sons).

Los métodos de Hibridizacion también estan dentro del alcance de la presente invencién, usando cualquier molécula
de acidos nucleicos tal como una sonda, o una molécula de acidos nucleicos capaces de hibridizar a una secuencia
del nucledtido particular. Ver, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: Laboratory Manual (2d ed.,
Cold Spring Harbor laboratory Press Planview, Nueva York).

En las técnicas de hibridizacion, las sondas de hibridizacién pueden ser fragmentos de ADN gendmicos, productos
amplificados por PCR, u otros oligonucleétidos, y pueden comprender toda o parte de una secuencia del nucleétido
conocida. Ademas, puede ser etiquetada con un grupo perceptible tal como p o cualquier otro marcador
perceptible, tal como otros radioisétopos, un compuesto fluorescente, una enzima, o un co-factor de la enzima. El
término “etiquetado,” con respecto a la sonda, pretende abarcar la etiquetacion directa de la sonda acoplando (es
decir, enlazando fisicamente) una substancia perceptible por la sonda, asi como la etiquetacion indirecta de la sonda
mediante la reactividad con otro reactivo que se etiqueta directamente. Ejemplos de etiquetacion indirecta incluyen
etiquetacion en extremos de una sonda de ADN con biotina, tal que puede detectarse con estreptavidina etiquetada
fluorescentemente.

Se abarcan también los métodos que abarcan las técnicas hibridizacion para detectar o diferenciar cepas
bacterianas. Estos incluyen, pero no se limitan a, transferencia Southern (ver, por ejemplo, Van Embden et al. (1993)
J. Clin. Microbiol. 31 :406-409), ensayos de movilidad de cambio (ver, por ejemplo, la Solicitud Publicada de los
Estados Unidos No. 20030219778), ensayos de formacidon de secuencias usando arreglos de oligonucleétidos (ver,
por ejemplo, Pease et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91 :5022-5026), espoligotipificacion (ver, por ejemplo,
Kamerbeek et al. (1997) J. Clin. Microbiol. 35:907-914), Hibridacion fluorescente in situ (FISH) (ver, por ejemplo,
Amann et al. (1990) J. Bacteriol. 172:762-770) y ensayos de rastreo heteroduplo o analisis de movilidad heteroduplo
(ver, por ejemplo, White et al., (2000) J. Clin. Micro. 38:477-482).

La secuencia de marcado que se identifica puede compararse con una base de datos de la secuencia del fago y/o
una base de datos de la secuencia bacteriana. Tipicamente, las secuencias de marcado coinciden con una o mas
secuencias en la base de datos de la secuencia del fago pero no con la base de datos de la secuencia bacteriana.

Debido a que las nuevas bacterias etiquetadas se preparan usando los métodos descritos en la presente, puede
crearse una base de datos de etiquetas que permita la identificacion especifica de bacterias que se han etiquetado.

Se proporciona el uso de una secuencia obtenida u obtenible de un bacteridfago (por ejemplo, en la fabricacion de
una bacteria etiquetada) para etiquetar y/o identificar una bacteria, en donde dicha secuencia se integra a un
extremo de la ubicacion CRISPR de la bacteria precursora.

Se proporciona el uso de una secuencia obtenida u obtenible de un bacteriéfago (por ejemplo, en la fabricaciéon de
una bacteria etiquetada) para etiquetar e/o identificar una bacteria, en donde dicha secuencia comprende: (i) por lo
menos una secuencia que es homologa (por ejemplo, es idéntica) a una repeticion CRISPR en la ubicaciéon CRISPR
de dicha bacteria; y (ii) una secuencia de marcado.

Se proporciona el uso de una secuencia para etiquetar y/o identificar una bacteria (por ejemplo, en la fabricacion de
una bacteria etiquetada), en donde dicha secuencia se obtiene o es obtenible por: (a) exponer una bacteria
precursora a un bacteriéfago; (b) seleccionar un mutante insensible a bacteriéfagos; (c) comparar la ubicacion
CRISPR o0 una porcion de la misma de la bacteria precursora y el mutante insensible a bacteriéfagos; y (d)
seleccionar una secuencia en la ubicacion CRISPR o una porcidon de la misma del mutante insensible a
bacteriéfagos que no estan presentes en la bacteria precursora.

CRISPR y Generacion de Mutantes Resistentes a los fagos

Durante el desarrollo de la presente invencion, los experimentos se dirigieron para determinar si las ubicaciones
CRISPR se alteraron durante la generacion natural de mutantes resistentes a los fagos. Un sistema de modelo de
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fago hospedador se selecciond, que consiste de una cepa S. thermophilus del tipo natural sensible a los fagos usada
ampliamente en la industria lactea, DGCC7710 (WT) y dos bacteriéfagos virulentos distintos, pero estrechamente
relacionados aislados de las muestras de yogur industriales, a saber, el fago 858 y el fago 2972 (Levesque et al.,
Appl. Environ. Microbiol., 71 :4057 [2005]). Nueve mutantes resistentes al fago se generaron independientemente
mediante una prueba inmunogénica de la cepa WT con el fago 858, fago 2972 o simultaneamente con ambos, y sus
ubicaciones CRISPR fueron analizados. Se observaron las diferencias de forma consistente con la ubicacion
CRISPR1, donde se insertaron 1 a 4 espaciadores adicionales proximos a los 32 espaciadores presentes en la cepa
WT (Ver, Figura 9). La adicion de nuevos espaciadores en respuesta a la infeccion del fago parecio ser polarizada
hacia un extremo de la ubicacién CRISPR1. Esto es consistente con las observaciones previas de hipervariabilidad
del espaciador en el extremo lider de la ubicacién CRISPR en varias cepas (Ver por ejemplo, Ver, Pourcel et al.,
Microbiol., 151 :653 [2005]; y Lillestol et al, Archaea 2:59 [2006]). El analisis de secuencia de espaciadores
adicionales insertados en la ubicacion CRISPR1 de varios mutantes resistentes al fago reveld una similitud con las
secuencias encontradas dentro de los genomas de los fagos usados en la prueba inmunogénica. Se observaron
similitudes a lo largo de los genomas del fago, en la mayoria de los médulos funcionales, tanto en las hebras
codificantes como las no codificantes. Ninguna secuencia particular, gen o grupo funcional pareci6 ser
especificamente el objetivo. Estos resultados indican que luego de volverse resistentes a los bacteriéfagos, la
ubicacién CRISPR1 se modificd por la integracion de nuevos espaciadores derivados aparentemente desde el ADN
del fago. Sin embargo, no se pretende que la presente invencion se limite a cualquier mecanismo especifico.

Sorprendentemente, se observé que algunas cepas fueron resistentes a ambos fagos mientras que otros sélo fueron
resistentes al fago usado en la prueba inmunogénica (Ver, Figura 9). El perfil de resistencia al fago parecio estar
correlacionado con el contenido del espaciador, por medio del cual, las cepas con espaciadores que muestran 100%
de identidad para las secuencias conservadas en ambos fagos fueron resistentes a ambos fagos, tales como los
espaciadores S3, S6 y S7. En contraste, cuando los polimorfismos del nucleétido se observaron entre el espaciador
y la secuencia del fago (de 1 a 15 SNPs en mas de 29 o 30 nucleétidos), el espaciador no parecidé proporcionar
resistencia, tal como los espaciadores S1, S2, S4, S5y S8 (Ver, Figura 9).

Adicionalmente, cuando se insertaron varios espaciadores (S9-S14), los niveles de resistencia al fago fueron
superiores. Estos resultados indican que la ubicacion CRISPR1 esta sujeta a cambios evolutivos dinamicos y rapidos
manejados por la exposicion al fago. Estos resultados indican que las ubicaciones CRISPR pueden alterarse de
hecho durante la generacion de mutantes resistentes al fago y establecerse un enlace entre el contenido del
CRISPR vy la sensibilidad al fago. Asi, se contempla que la presencia de un espaciador CRISPR idéntico a una
secuencia del fago proporciona resistencia contra fagos que contienen esta secuencia particular.

Para determinar si el contenido del espaciador CRISPR define la resistencia del fago, la ubicaciéon CRISPR1 se
alteré agregando y anulando espaciadores, y se probd la sensibilidad de la cepa a los fagos. Todos los constructos
se generaron e integraron en el cromosoma S. thermophilus usando métodos conocidos en el arte (Ver por ejemplo,
Russell y Klaenhammer, Appl. Environ. Microbiol., 67:4361 [2001]). Los espaciadores y repeticiones en la ubicacion
CRISPR1 de la cepa WTgsss *$182 se removieron y se reemplazaron con una repeticién simple sin cualquier
espaciador. La cepa resultante WTgsss *$152 ACRISPR1 fue sensible al fago 858, indicando que la resistencia a los
fagos del mutante resistente al fago original (WTgsss +S132) probablemente se enlazé para la presencia de S1 y S2
(Ver, Figura 10).

Ademas, para determinar si la adicion de los espaciadores proporcionan nueva resistencia al fago, la ubicacion
CRISPR1 de la cepa WTgz972 4 se reemplazé con una versiéon que solo contiene los espaciadores S1 y S2. La
sensibilidad del fago al constructo resultante fue entonces probada. La cepa resultante WTg2972 S pS1S2 ganod

resistencia al fago 858, sugiriendo que estos dos espaciadores tienen la capacidad de proporcionar resistencia al
fago de novo (Ver, Figura 10). Estas modificaciones observadas establecen un enlace entre el contenido del
espaciador CRISPR vy la resistencia del fago.

En el proceso de generacion de la cepa WT¢353+S1SZACRISPR1, WT¢358+S182 . :pR, se cred una variante que
contiene el vector de integracion con una sola repeticion insertada entre los genes cas y la ubicacion CRISPR1
nativo (Ver, Figura 10). Inesperadamente, la cepa WT¢858+S182 . :pR, fue sensible al fago 858, aunque los
espaciadores S1 y S2 permanecieron presentes en el cromosoma (Ver, Figura 10). Semejantemente, el constructo
WTozer2™>* 2 2 pS1S2 perdié resistencia al fago 2972, aunque el espaciador S4 esta presente en el cromosoma (Ver,

Figura 10). Estos resultados indican que los espaciadores no proporcionaron resistencia, y quizas tengan que tener
un contexto genético particular para ser eficientes.

Aunque los experimentos recientes sugirieron involucrarse en la reparacion del ADN (Makarova et al., Nucl. Acids
Res., 30:482 [2002]), la hipotesis actual es que los genes cas (Jansen et al., Mol. Microbiol., 43: 1565 [2002]; y Haft
et al., PloS Comput. Biol., 1: el e60 [2005]) estan involucrados en la inmunidad mediada por CRISPR (Makarova et
al., Biol. Direct. 1 :7 [2006]). En experimentos adicionales, dos genes cas en la cepa WTogss ™ > se volvieron
inactivos, principalmente cas5 (COG3513) y cas7 que son equivalentes al str0657Istu0657 y str0660Istu066,
respectivamente (Ver, Bolotin et al., Nat. Biotechnol., 22: 1554 [2004]; y Bolotin et al., Microbiol., 151 :2551 [2005]).
La inactivacion de cas5 produjo una pérdida de la resistencia del fago (Ver, Figura 10). Ademas, es posible que
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Casb actie como una nucleasa, puesto que contiene una porcion de nucleasa del tipo HNH. En contraste, al
inactivar cas7 no se altero la resistencia al fago 858 (Ver, Figura 10). Sin embargo, no se pretende que la presente
invencion se limite a cualquier mecanismo particular. Ademas, no funcionaron los experimentos para generar los
mutantes resistentes al fago CRISPR1 a partir de la supresidon de cas 7. Aunque no se pretende que la presente
invencion se limite a cualquier mecanismo particular, esto puede ser debido a que Cas7 esta involucrado en la
sintesis y/o insercidén de nuevos espaciadores y repeticiones adicionales.

Al probar la sensibilidad de los mutantes resistentes al fago, se encontré6 que la formacion de la placa se redujo
dramaticamente, pero que una poblacion relativamente pequefia de bacteriéfagos retuvo la capacidad para infectar
los mutantes. Se analizaron adicionalmente variantes del fago derivadas del fago 858 que retuvieron la capacidad
para infectar WTogss ™ o2 En particular, se investigaron las secuencias de la regiéon del genoma que corresponde a
espaciadores adicionales S1 y S2 en dos variantes del fago virulentas. En ambos casos, la secuencia del genoma de
la variante del fago se mutd y se identificaron dos distintos polimorfismos del nucleétido simple en la secuencia que
corresponde al S1 espaciador (Ver, Figura 13).

En conjunto, los procariotes parecen haber desarrollado un sistema de “inmunidad” basado en acidos nucleicos por
medio del cual la especificidad se dicta por el contenido del espaciador CRISPR, mientras que la resistencia se
proporciona por la maquinaria enzimatica Cas. Adicionalmente, se especulé que algunos de los genes cas que no
proporcionan resistencia directamente estan realmente involucrados en la insercion de espaciadores y repeticiones
CRISPR adicionales, como parte de una respuesta adaptable “inmune”. Este sistema basado en acidos nucleicos
contrasta con su contraparte basada en aminoacidos en eucariotas por medio de los cuales la inmunidad adaptativa
no es heredable. La naturaleza heredable de espaciadores CRISPR soporta el uso de las ubicaciones CRISPR
como objetivos para los estudios evolutivos, de tipificacion y genémico comparativos (Ver, Pourcel et al, supra;
Groenen et al., Mol. Microbiol., 10: 1057 [1993]; Mongodin et al, J., Bacteriol., 187:4935 [2005]; y DeBoy et al, J.,
Bacteriol., 188:2364 [2006]). Debido a que este sistema es reactivo al ambiente del fago, desempefia probablemente
una funcion significativa en la evolucién procaridtica y ecolégica y proporciona una perspectiva historica de
exposicion del fago, asi como una herramienta predictiva para la sensibilidad del fago. Sin embargo, no se pretende
que la presente invencion se limite a cualquier mecanismo particular. No obstante, la presente invencién proporciona
métodos y composiciones para utilizar el sistema CRISPR/cas como un medio de defensa del virus, y también
potencialmente para reducir la diseminacién de elementos genéticos mdéviles y la adquisicion de caracteristicas
indeseables tales como los genes de resistencia antimicrobiana y marcadores de virulencia. En algunas
modalidades, se contempla ademas desde una perspectiva de evolucion del fago, secuencias del fago integradas
dentro de las ubicaciones CRISPR también proporcionan puntos de ancla adicionales para facilitar la recombinacion
durante las infecciones del fago subsecuentes, incrementando asi, la concentracidon del gen para la cual los fagos
tienen acceso (Ver, Hendrix et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96:2192 [1999]). Puesto que el ubicaciones CRISPR
se encuentra en la mayoria de los géneros bacterianos, y estda omnipresente en Archaea (Ver, Jansen et al, supra;
Lillestol et al, supra; y Goode y Bickerton J. Mol. Evol., 62:718 [2006]), proporcionan nuevas visiones en la relacion y
evolucion co-dirigida entre los procariotes y sus depredadores.

Fagos de Biocontrol

Se proporcionan métodos y composiciones para el desarrollo de fagos como agentes de biocontrol. Como se indica
en la presente, las bacterias pueden volverse resistentes al ataque de fagos incorporando secuencias derivadas del
fago (espaciadores) en ubicaciones CRISPR activas. El Fago puede escapar de esta resistencia mediante una
mutacién dentro de la secuencia del genoma que corresponde al espaciador o la secuencia de reconocimiento de la
porcién CRISPR, que corresponde a un sistema Cas-CRISPR dado. A través de rondas iterativas de pruebas
inmunogénicas para el fago, con el fin de crear derivados resistentes al fago mediados por CRISPR de una cepa
hospedadora y el aislamiento de los mutantes de escape a fagos, la presente invencién proporciona fagos que han
sido alterados dentro de secuencias objetivo CRISPR y/o sitios de reconocimiento CRISPR putativos que dirigen la
insercion del espaciador directa. Ademas, la presente invencién proporciona fagos que se ha disefiado
sintéticamente tal que la secuencia de la porcion CRISPR para un sistema CRISPR Cas dado ha sido eliminado.
Estos fagos “alterados”, aplicados como un coctel o en un “esquema de la rotacion secuencial” reduce la capacidad
de las bacterias objetivo para adaptar la resistencia via el sistema CRISPR. De hecho, la presente invencién
proporciona un conjunto diverso de fagos virulentos para usarse como agentes de biocontrol. En modalidades
particularmente preferidas, esta diversidad se direcciona al mecanismo CRISPR dirigido de resistencia al fago, tal
que la capacidad del organismo hospedador para desarrollarse rapidamente contra el ataque al fago (por medio de
CRISPR) se reduce o elimina severamente. La administraciéon del fago diverso, ya sea como un coctel o en una
rotacion secuencial reduce adicionalmente la posibilidad de que el organismo hospedador se adapte o desarrolle
resistencia al fago CRISPR-dirigido.

Los fagos son agentes antimicrobianos naturales que se han estudiado extensivamente como un agente terapéutico
alternativo a los antibidticos. Este interés se ha renovado recientemente, debido a la proliferacion de patégenos
resistentes a los multiples antibiéticos. Como con los antibiéticos, las bacterias han desarrollado mecanismos
multiples para superar el ataque de fagos. La presente invencion proporciona métodos y composiciones que
involucran el uso de Cas-CRISPR mediando la resistencia del fago para generar una poblacién del fago diversa,
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crear fagos sintéticos desprovistos de secuencias con porcion CRISPR, asi como métodos para administrar tal fago
que reducira la capacidad de un organismo objetivo de desarrollar resistencia contra el fago.

Como se detalla en la presente, se han descrito sistemas Cas-CRISPR en una gama amplia de organismos que
incluyen ejemplos de géneros patogénicos. Luego de la infeccién del fago, pueden encontrarse bacterias que
escapan a la lisis que contienen nuevas secuencias espaciadoras dentro de una ubicacion CRISPR. El nuevo
espaciador es tipicamente de una longitud definida que es caracteristica para una ubicacion CRISPR dada y se
deriva del genoma del fago atacante al que confiere la resistencia. Como el nivel de resistencia conferido por un solo
espaciador no esta a menudo completo, los fagos pueden escapar al mecanismo. El analisis de “fagos de escape”
indicd que los genomas mutaron en o proximos a la secuencia del espaciador correspondiente encontrada en la
variante hospedadora resistente. Ademas, los “fagos de escape” son totalmente virulentos a la variante hospedadora
mediada por CRISPR a partir de la cual fueron derivados.

Un unico aspecto de fago terapéutico, que lo distingue de los antibidticos tradicionales, es la capacidad para
propagarse exponencialmente junto con las bacterias infectadas. Mientras que esto puede ser ventajoso desde una
perspectiva farmacoldgica, también proporciona oportunidades Unicas para que el fago desarrolle una respuesta de
adaptabilidad de las bacterias objetivo hacia el ataque del fago.

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos de defensa contra el fago virulento. Como se indica en la
presente, las ubicaciones Cas-CRISPR desempefian una funcion para conferir resistencia al fago bacteriano.
Después de la infeccion del fago, el analisis de bacterias supervivientes encontré que algunos aislados habian
insertado un nuevo elemento espaciador dentro de su ubicacion CRISPR residente, cuya secuencia fue idéntica a la
encontrada en el genoma del fago correspondiente. Cuando se realizé una prueba inmunogénica con el fago, estas
variantes resistentes al fago de primera generacion mediadas por CRISPR dieron surgimiento a placas; el fago que
se encontré resultd ser totalmente infectivo en ambos, precursor y derivado. El andlisis de estos fagos “CRISPR-
escape” indicé que sus genomas mutaron en la secuencia que corresponde al espaciador CRISPR albergada por la
variante resistente al fago o en una secuencia préxima que se cree dirige la insercidon del espaciador y se identifica
como la porcién CRISPR especifica para un sistema Cas-CRISPR dado. Por consiguiente, el fago “CRISPR-escape”
es potencialmente mas virulento que las variantes precursoras y de primera generacién, puesto que este fago es
capaz de infectar la cepa precursora y la variante CRISPR de primera generacion.

Como se indicd anteriormente, se han identificado las ubicaciones CRISPR en varios géneros/especies de bacterias
que incluyen ejemplos de patégenos conocidos y microorganismos de desechos. También como se describe en la
presente, la presente invencion proporciona métodos y composiciones para la utilizacién de las ubicaciones CRISPR
en combinacién con las proteinas Cas para conferir “inmunidad” para invadir el ADN extranjero, en particular, los
bacteriéfagos. También como se describe en la presente, las cepas bacterianas que albergan a ubicaciones
CRISPR-cas “activas”, que contienen un espaciador que es idéntico a una secuencia correspondiente dentro de un
genoma del fago (es decir, un “protoespaciador”), confiere a la cepa bacteriana, resistencia al fago. En algunas
modalidades preferidas, son conocidas las secuencias del genoma del fago de biocontrol. En algunos métodos
particularmente preferidos, los microorganismos objetivo aislados se examinan para la presencia del ubicaciones
CRISPR. En algunas modalidades preferidas, se usa PCR utilizando cebadores especificos para secuencias
conservadas que flanquean las ubicaciones CRISPR del microorganismo objetivo. En algunas modalidades
preferidas, los productos de amplificacién se secuencian en comparacién con la secuencia del genoma del fago de
biocontrol. En algunas modalidades preferidas, la generacion de variantes resistentes al fago CRISPR y analisis del
espaciador/protoespaciador proporciona medios para identificar la porcion CRISPR especifica. Una vez identificada,
la informacion de la secuencia se usa para disefiar y sintetizar un fago desprovisto de la porcién CRISPR. Asi, el
fago resultante es insensible a la resistencia mediada por CRSPR-cas. En estas valoraciones, la ausencia de
espaciadores con similitud al genoma del fago indica la susceptibilidad del microorganismo objetivo al fago de
biocontrol. Asi, el fago de biocontrol tiene un grado mayor de virulencia y eficiencia como agente de biocontrol.

La presente invencién proporciona métodos y composiciones adecuadas para uso en alimentos, pienso, industria
médica y veterinaria para generar el fago con un intervalo hospedador mas amplio y un método de aplicacién para
un biocontrol mas eficiente de las bacterias. La presente invencion proporciona medios para producir un nimero
suficiente de fagos alterados (en respuesta a CRISPR) para reducir significativamente la capacidad de las bacterias
nativas de desarrollar una resistencia mediada por CRISPR eficiente. La presente invenciéon también proporciona
métodos de aplicacién/administraciéon disefiados tal que la proporciéon de evolucién de las bacterias nativas esté
significativamente reducida.

EXPERIMENTAL
Los siguientes ejemplos se proporcionan con el fin de demostrar e ilustrar adicionalmente ciertas modalidades
preferidas y aspectos de la presente invencion y no debe interpretarse como una limitacion del ambito de aplicacion

del mismo.

En la experiencia de divulgacion que se indica, se aplican las siguientes abreviaturas: °C (grados centigrados); rpm
(revoluciones por minuto), H,O (agua), HCI (acido clorhidrico); aa (aminoacidos), pb (par de bases); kb (par de
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kilobases); kD (kilodaltons), g (gramos); pug y ug (microgramos); mg (miligramos); ng (nanogramos); ul y ul
(microlitros); ml (mililitros); mm (milimetros); nm ( nanémetros); um y um (micrémetro), M (molar); mM (millimolar);
UM y uM (micromolar), U (unidades); V (voltios), MW (peso molecular), s (segundos), min(s) (minuto/minutos); hora
(s) (hora / horas), MOI (multiplicidad de la infeccion); EOP (eficiencia de placa); UFP (unidades formadoras de
placa); MgCl, (cloruro de magnesio); de NaCl (cloruro de sodio ); ODa4y (densidad oOptica a 420 nm); PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida); EtOH (etanol), PBS (buffer salino de fosfatos [150 mM NaCl, 10 mM de
buffer de fosfatos salino, pH 7.2]); SDS ( dodecil sulfato de sodio) ; Tris (tris (hidroximetil) aminometano); w/v (peso a
volumen); v/v (volumen a volumen); Amicon (Amicon, Inc., Beverly, MA); ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, VA); Amersham (Amersham Biosciences, Inc., Piscataway, NJ); NEB (New England Biolabs, Beverly,
MA), Becton Dickinson (Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ); BioRad (BioRad, Richmond, CA); Clontech
(CLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA); Difco (Difco Laboratories, Detroit, Ml); Gibco BRL o Gibco BRL (Life
Technologies, Inc., Gaithersburg, MD), Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), y Sorvall (Sorvall Instruments,
una subsidiaria de DuPont Co., Biotechnology Systems, Wilmington, DE ).

La presente invencién utiliza, salvo se indique lo contrario, las técnicas convencionales de la quimica, la biologia
molecular, microbiologia, inmunologia y la recombinacién del ADN, que estan dentro de las capacidades de una
persona con competencias normales en la materia. Esas técnicas son bien conocidas por los expertos en el arte.
Como se usa aqui, DGCC7710 también se conoce como “WT”; DGCC7710RH1 también se conoce como
“DGCC7710-RH1” y “RHL”; DGCC7710RH2 también se conoce como “DGCC7710-RH2” y “RH-2"; DGCC7778casl
también se conoce como “DGCC7778cas1 KO”, “CAS1 KO” y “cas1 KO”; DGCC7778cas4 también se conoce como
“DGCC7778cas4K0”; DGCC7778 también se conoce como “WT@858 + S1 S2”; DGCC7778RT también se conoce
como “WT@858 S1 + S2:: PR”; DGCC7778RT’ es también conocida como “WT@858 + S1 S2ACRISPR1 *;
DGCC7710-R2 también se conoce como” WTp2972 + S4 “, y DGCC7710-R2S1 S2 es también conocida como”
WT@2972 + S4:: PS1S2 “.

EJEMPLO 1
Manipulacion de Espaciadores Fago-Especificos

En este ejemplo, se describen los experimentos realizados para manipular espaciadores fago-especificos. En
algunos experimentos, se describe que se inserté un espaciador especifico de fagos en un CRISPR existente y
funcional, para proporcionar resistencia a los fagos correspondientes. La cepa bacteriana utilizada fue Streptococcus
thermophilus ST0O089 y el fago, fue el 2972. S. thermophilus STO089 es una cepa de importancia industrial utilizada
en la fabricacion de yogur. Esto es genéticamente susceptible a la manipulacion, y sensible a la conocida virulencia
del fago 2972.

Las ubicaciones CRISPR fueron determinadas en la cepa ST0089. Esto se determind preferencialmente,
secuenciando el genoma entero de ST0089. Alternativamente, las ubicaciones CRISPR se identifican a través de
PCR usando conjuntos de cebadores con secuencias idénticas a los elementos CRISPR de S. thermophilus
CRISPR, previamente identificados.

Una vez identificados, las secuencias de las ubicaciones CRISPR fueron determinadas asi como las regiones
proximales que contenian a los genes relevantes cas.

Al menos una ubicacién en particular CRISPR-cas, fue seleccionada para una mayor manipulacién. La funcionalidad
de la ubicaciéon se determind mediante analisis in silico de las regiones espaciadoras y sus homologias con
secuencias de ADN de fagos (es decir, la ausencia y/o la presencia de secuencias espaciadoras y la correlacion a la
infeccion de fagos con la cepa ST0089). En ausencia de esta correlacion, la funcionalidad se suponia, basandose en
la presencia de todos los elementos documentados (es decir, repeticiones, espaciadoras, secuencias lideres, y los
genes cas que supuestamente codifican proteinas de tamafio completo).

Las secuencias espaciadoras adecuadas, fueron elegidas entre el genoma de los fagos 2972. Los criterios utilizados
para seleccionar el espaciador generalmente se basan en la longitud de los espaciadores en la ubicacion CRISPR
seleccionado y la identidad (de preferencia de aproximadamente el 100%) a la secuencia de los fagos. De hecho,
cualquier secuencia adecuada de fagos, encuentra uso en diversas modalidades de la presente invencion.

En algunas modalidades, una unidad CRISPR constituida por una secuencia espaciadora de un fago 2972,
flanqueada por dos elementos de repeticion (idénticos a la ubicacion CRISPR seleccionada) fue sintetizada
quimicamente. Por definicion, esta “unidad CRISPR” sintética es de aproximadamente 100 pb de longitud y es
demasiado corta para garantizar la integracion en la ubicacion CRISPR.

Por lo tanto, fue construido ADN de flanqueo adicional junto con la unidad CRISPR. Un minimo de 500 pb de ADN

homodlogos, idénticos a la ubicacién CRISPR objetivo, que flanquea la unidad sintética CRISPR, se elaboré con el fin
de facilitar la integracion.
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En otras modalidades, hay varios enfoques. En un modalidad, un constructo emula la adicion de un nuevo
espaciador de sobre el CRISPR existente. En algunas modalidades alternativas, toda la ubicacion CRISPR se
sustituye por la unidad sintética CRISPR.

El CRISPR integrante resultante, se verific6 mediante la secuenciacion del ADN de la ubicacion CRISPR antes de
las pruebas biolégicas. Ademas, los patrones de sensibilidad a fagos del CRISP integrante contra el fago 2972,
fueron analizados y comparados con la cepa precursora.

La construccion CRISPR integrante, demostré exitosamente la correlacion directa entre la presencia de un
espaciador de especifico en el contexto adecuado de CRISPR-cas.

En otros experimentos, se realizé la insercion de un espaciador homodlogo al ADN de un fago en una célula
receptora. En estos experimentos, se disefid un nuevo espaciador de CRISPR a partir de ADN de fagos (con un
100% de identidad al ADN de fagos) dentro del gen antirreceptor y se insert6 en la célula en una ubicacién CRISPR.
El gen antirreceptor fue utilizado como objetivo porque se ha encontrado que los espaciadores de CRISPR de otras
cepas muestran similitud con genes antirreceptor de fagos. Cuatro cepas con espaciadores que mostraron identidad
con genes antirreceptores de fagos fueron resistentes al fago en particular. EI mutante fue expuesto a fagos, y se
encontro que era resistente.

En otros experimentos, un espaciador se insertdé en hospedador original, pero no en una ubicacién CRISPR. El
mutante resultante conserva su sensibilidad a los fagos. Asi pues, estos experimentos mostraron que el espaciador
debe de estar en un entorno particular dentro del contexto de un CRISPR y genes cas.

En otros experimentos, un espaciador de CRISPR en particular, fue eliminado de una ubicacion CRISPR que se
presentaba naturalmente. Esta eliminacién suprimioé la inmunidad contra de un determinado fago y el hospedador se
hizo sensible (es decir, perdié la resistencia) a los fagos a los que el espaciador era homologo. Los resultados de
estos experimentos se presentan en la Figura 10.

Aun en experimentos adicionales, todas las combinaciones de repeticiones CRISPR-cas se insertaron en una célula
receptora a fin de proporcionar inmunidad contra la entrada de acidos nucléicos.

En otros experimentos, se preparé un plasmido compuesto por un espaciador CRISPR utilizando los métodos
establecidos en el presente. Los intentos de transferir este plasmido en las células que contienen el mismo
espaciador, no fueron exitosos. Sin embargo, los plasmidos que no contienen el espaciador, pueden ser
transformados en células. Las Figuras 11 y 12 ilustran estos resultados.

En otros experimentos, las combinaciones CRISPR-cas presentes en dos cepas diferentes se intercambiaron. Este
intercambio de espaciadores se mostrdé para modificar sus fenotipos (sensibilidad / resistencia a fagos). Como se
indica en este documento cuando S1S2 es introducido en una cepa con S4, se conmuta la sensibilidad del fago (Ver
Figura 10).

En otros experimentos, se preparan las diferentes combinaciones de repeticiones de cas-CRISPR. No sélo se
requieren los genes o las proteinas cas, sino los pares especificos de repeticiones de cas-CRISPR son necesarios
para la funcionalidad. Cuando los genes o las proteinas cas provienen de otra ubicacion CRISPR, la cepa se
mantiene sensible a los fagos.

Todavia en experimentos adicionales, uno o mas genes cas (de una unidad funcional CRISPR-cas) fueron
suprimidos. Los genes cas son necesarios para proporcionar inmunidad. Las mutantes cas siguen siendo sensibles
a los fagos, a pesar de la presencia del espaciador idéntico al ADN del fago. En estos experimentos, cas 5
(anteriormente conocido como cas 1) y cas 7 (anteriormente conocido como cas 4) fueron suprimidos. Cas 5 ha
demostrado ser necesario para la resistencia. Ademas, cas 7 ha demostrado ser necesario para la integracion de
nuevos espaciadores.

En experimentos adicionales, los genes cas son proporcionados en trans al hospedador. Donde el gen cas es
eliminado, la inmunidad se restaura.

EJEMPLO 2

Integracion de los Espaciadores de CRISPR

En estos experimentos, la integracién de un espaciador de CRISPR en una ubicacion CRISPR, mostré proveer
resistencia contra un bacteriéfago con el que el espaciador de CRISPR mostré identidad. En estos experimentos se

produjo la cepa de S. thermophilus DGCC7710RH1.

La cepa de Streptococcus thermophilus DGCC7710 (depositada en la “Coleccion Nacional de los Cultivos de
Microorganismos” francesa con el nimero CNCM 1-2423) posee por lo menos 3 ubicaciones CRISPR: CRISPR1,
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CRISPR2, y CRISPR3. En las cepas de S. thermophilus CNRZI066 y LMGI8311, para las cuales la secuencia
completa del genoma es conocida (Bolotin et al. Microbiol., 151 :2551-1561 [2005]). CRISPR1 esta situado en la
misma ubicaciéon cromosoémica: entre str0660 (o stu0660) y str0661 (o stu0661).

En la cepa DGCC7710, CRISPR1 también se encuentra en la misma ubicacién cromosémica, entre genes muy
similares. CRISPR1 de la cepa DGCC7710, contiene 33 repeticiones (incluyendo la repeticion terminal), y, por tanto,
32 espaciadores.

Todos estos espaciadores son diferentes unos de otros. La mayoria de estos espaciadores son nuevos (es decir, no
se han descrito previamente dentro de las ubicaciones CRISPR), pero cuatro espaciadores cerca del remolque
CRISPR1, son idénticos a espaciadores de CRISPR1 ya conocidos:

- El espaciador 28° de DGCC7710 es 100% idéntico al espaciador 31" de CRISPR1 de la cepa CNRZ1575 (nimero
de acceso al GenBank DQ072991);

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

- El espaciador 31 de DGCC7710 es 100% idéntico al espaciador 28° de CRISPR1 de la cepa CNRZ703 (numero
de acceso al GenBank DQ072990);

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

Durante el desarrollo de la presente invencion, la cepa S. thermophilus DGCC7710RH1 fue aislada como un fago
natural resistente a mutantes, utilizando a DGCC7710 como la cepa precursora, y al fago D858 como el fago
virulento. Se utilizé a D858, un bacteriéfago perteneciente a la familia de los virus Siphoviridae.

CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1, contiene 34 repeticiones (incluyendo la repeticion terminal), y, por tanto, 33
espaciadores. En comparacion con la secuencia CRISPR1 de la cepa de S. thermophilus DGCC7710, la secuencia
CRISPR1 de la cepa de S. thermophilus DGCC7710-RH1 posee una espaciador adicional nuevo (y una repeticién
adicional nueva, la cual flanquea al nuevo espaciador) en un extremo terminal de la ubicacion CRISPR (es decir,
cerca del lider, en el extremo 5 de la ubicacion CRISPR). Todos los demas espaciadores de la ubicacion de
CRISPR1 siguen siendo los mismos. La secuencia de CRISPR1 (5'-3’) de la cepa DGCC7710-RH1 se presenta a
continuacion:
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caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtcaacaattgcaacatcttataacccactt
cauNyuicsvlaiasavXeruppyvteyvvianeyviletleatgt ttgacagcaaatcaagattcgaat tgt
ciywpTeyvsuneuNar v e umn v ey pvlanegvitenyies o t gacgaggagctat tggcacaacttaca
cymuuweyv:Xouvepverv:Xer Y wwy.vXeyy:VYeunesvlo¥Necgat t tgacaatctgctgaccactgttatc
ey ulesvlasaaserveryyypvtlcyvrtsnegyielea cact tggcaggcttattactcaacagega
NNV wicyvlsyiayenecnyywylcyy:visneiytevleactgt tccttgttettttgttgtatctttte
uvvwicvtaysuyenvcyygvvtcivriayeyylenvlat tcat tcttcecgtttttgtttgecgaatect
cyuppuicsvlayfeuNerv e ungvtcyvivtancgvievleg c t ggcgaggaaacgaacaaggcctcaaca
cuyyuiesylsieause e Uyyprteyvriayepyiovleca tagagtggaaaactagaaacagattcaa
ciuvNEicivlasisNerc Yy vveyv:vrsnegvtelea t aatgccgt tgaattacacggcaaggtca
ciuvwwicvleisyevicyyyvvtcayvisiegviwylegagcgagctcgaaataatct taat tacaag
cyupuuicsy:XeaeNehv ey N uup.v:Xepv-vXaieyvXo¥Neg t tcgctagecgtcatgtggtaacgtattta
cyypwiedrlsisnervieryyyvvleyplaregvitenvleggcgt cccaatcctgat taatacttacteg
ciuyyyiclvlsyissNer: ey vV lesv:-vlsregviovlea acacagcaagacaagaggatgatgctatg
SuuNwiellaiTsye e vwev:vicgveiancvievlecgacacaagaacgtatgcaagagt tcaag
cyyuuuicaviaylauNeLvXeryngyvtlcyvivianeiyievlea caat tcttcatccggtaactgctcaagtg
cyupwwieyp:tssjsuye e Y yyy.-vcyv:tayepvtanvNeaa t taagggcatagaaagggagacaacatg
vy picivlssieyier ey lcay:visiegyievleacgatat ttaaaatcattttcataacttcat
vyl rlaysyenvle yyyvvtesv.visegyNenvlagcagtatcagcaagcaagctgt tagttact
ey uieyvlayiaiNar v erypuvrtleyvvilanesyie:tilea taaactatgaaattttataatttt taaga
cyumduiesvlay e ey pvtleyvvianesyialeaataat ttatggtatagettaatatcattg
cIuvduicariaiayeLeryyuvvteyvvinneiplwvleatgcat cgagcacgt tcgagt ttaccgttte
uvyyleimlssiaervie Yy vvlesv.visesvNelet ctatatcgaggtcaactaacaattatget
cIuypwiesvlay i Ve yypvrieavriaeyyiletlsaatcgt tcaaattctgttt taggtacattt
Suyyyucesvlwisyw.vic yuyyvlcivulssepyielea at caatacgacaagagt taaaatggtett
cayypwieyv lasaynar v (e Yuwy v tleyyrlaregyievleagct tagctgtccaatccacgaacgtggatg
Gyyycyvleyayw . nic Vyyy.vlcyvlsyveyietecaaccaacggtaacagctactttttacagt
cuywuicvlasfayyarvcryupvtcyvrtlancaylertea taactgaaggataggagct tgtaaagtct
cyypuiesvlsyiauye e yyyplcyyrlaepyieletaatgctacatctcaaaggatgatcecaga
cIupywiesvlsyiayya v eryupy v tegyrilaneyyilevleaagtagt tgatgacctctacaatggtttat
cruwwwicyvXeyayyerv{c).yuur:vXeav:V\ayeyveneacctagaagcatt tgagcgtatattgattg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACEEIAAAL:(olofofaid Aol i ol- (ofololeld o= - Tod -1
cpyyyyieyveyeyye v ie Yyypvilcyyriaeypiotleaccattagcaatcatttgtgecccattgagt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGT
Ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt (SEQ ID NO:682)

En la secuencia anterior, el lider tiene la secuencia:
5’caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag 3’ (SEQ ID NO: 688)

La secuencia integrada (GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtcaacaattgcaacatcttataacccactt; SEQ
ID NO: 689) que comprende una repeticion CRISPR se muestra en mayusculas y un espaciador de CRISPR (es
decir, la secuencia marcada) en minusculas, ambas se muestran en gris arriba. La repeticion terminal y las
secuencias de remolque de la repeticion CRISPR se muestran a continuacion:

Repetidor Terminal: 5 ‘gtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacagt 3' (SEQ ID NO: 3)

Secuencia de remolque: 5’ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt 3’ (SEQ ID NO: 691)

La secuencia del nuevo espaciador 5-TCAACAATTGCAACATCTTATAACCCACTT (SEQ ID NO: 534) existe en el
genoma de los fagos D858.

La secuencia del espaciador se encuentra entre las posiciones 31921 y 31950 pb (es decir, en la hebra de arriba) del
genoma de D858 (y tiene una identidad del 100% con la secuencia genémica de D858, de mas de 30 nucledtidos):
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espaciador 1 tcaacaattgcaacatcttataacccactt 30 (SEQ ID NO:534)

AN ARRRARNANRRNAnARNANNY

D858 31921 tcaacaattgcaacatcttataacccactt 31950 (SEQ ID NO:534)

El nuevo espaciador que esta integrado en la ubicacion CRISPR1 de la cepa de S. thermophilus DGCC7710-RH1,
confiere resistencia a los fagos D858 para esta cepa, como se muestra en la Figura 1 y Tabla 2-1.

Tabla 2-1.
Fago 2972 Fago 858
Cepas BIM Sensibilidad” | Homologia® del | Sensibilidad® | Homologia® del espaciador-
en'’ al Fago espaciador-fago al 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 préximo a
cas

DGCC7778RT’ 858 S > 10 SNPs S Sin espaciadores
izquierdos

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 espaciador) S 5 SNPs

DGCC7710- 2972 S 100% pero no proximo | R S1S2 son 100% idénticos

R2S1S2 acas al fago 858

1. Fago usado para generar mutantes insensibles al Bacteriéfago (BIMs)

2 Sensibilidad del Fago de la cepa, S = sensible R= resistente como se determind por los ensayos de placa y de
mancha.

3. Homologia entre el nuevo espaciador del mutante y la secuencia de ADN del fago usado para generar el mutante.
Fagos retenidos por su capacidad para adsorber a los mutantes.

Ademas, durante el desarrollo de la presente invencion, la cepa S. thermophilus DGCC7710-RH2 se aislé como un
fago natural resistente a mutantes usando la cepa DGCC7710 S. thermophilus como cepa precursora, y el fago
D858 como fago virulento.

CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 S. thermophilus contiene 34 repeticiones (que incluyen la repeticion terminal),
y por lo tanto 33 espaciadores. Cuando se compardé con la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710
S.thermophilus, la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 S.thermophilus posee un nuevo espaciador
adicional (y una repeticion adicional que se flanquea con el nuevo espaciador) en un extremo de la ubicacion
CRISPR (es decir, cerca del lider, en el extremo 5' de la ubicacion CRISPR). Todos los otros espaciadores de la
ubicacién CRISPR1 permanecieron inalterados.

La secuencia CRISPR1 (5'-3') de la cepa DGCC7710-RH2 se muestra debajo:
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caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatga
EtvuwrchvXeuvsehvXelYuuv.VXehv.VXabiehv N Vet gt t tgacagcaaatcaagattcgaattgt
chuwwwichvYesveiyor.vXer.Yuwy.VXehv WXauvepv\ohVea a t gacgaggagctat tggcacaacttaca
yyNwresvlsiyeyievicnyyyvvicivelsseyvlenvlscgat ttgacaatctgectgaccactgttate
yyywrcsviayaesvicrvayvvicyvlsieyvlevlsacact tggcaggct tattactcaacagega
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC -t delolAl:tod ol of ot ofs (o ol § =Tl ol 2 X R T
yyywieyvlayyeyyervienyuyvvicyvvlspyeywtlenvlat tcat tcttcecgtttttgtttgecgaatect
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC(dds{lel-FYes FEET: CETEET- (- (Ll L EETEY
uwweicivlaiaielecnyyywiagy.tlaiayievlscatagagtggaaaactagaaacagattcaa
Guuwwicivtayjayianvlenyuywmvicaylaeviwvlea taatgccgt tgaattacacggcaaggtca
cHuwppickv:Xeyyeyervel.Ywup.tleyv.vXayreyptontNegagcgagctcgaaataatcttaattacaag
hwwwwicsyXeudeuier.V-Xel-Ywuy.vXehy.V-XeivehvWVNeg t tcgctagcgtcatgtggtaacgtattta
Tuywseivlssisyervle vuyyvleyyristeyvieleggcgt cccaatcctgattaatacttacteg
cpyyyycyy-Neyyayyer-v:e) Yy p.v-teyy-vXeyreypXerVNaa acacagcaagacaagaggatgatgectatg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACEIEILETCET el (o-1ds (oL E-V: -1 {a Ao-F-1-
chwwwwiehv:tehveuverV:Ye) Yy V-Yeav:V:-\sxepvlwivleacaat tct tcatccggtaactgctcaagtg
cywuwuichveusuernvler Y wwv:vepvvNeyyeyptenvlea a t taagggcatagaaagggagacaacatg
cywuvwichveyeuervler Yuuv:vXepvvlayeyptenvecgatat ttaaaatcattttcataacttecat
cywuwuicivlsueuervlerVuuv:vlcunvlaieyptevleagcagtatcagcaagcaagectgttagttact
ey {suNsuiery-(er Vuny:v:Xepp.v:tnieyvtorles taaactatgaaattttataatttttaaga
ciuunuieiv:ehNauler-V:Yer-Yuwy.VXepvvlaxeivtolea ataat ttatggtatagecttaatatcattyg
ey wwichy:-ehNauerV:\e vunv.v:eyv.vayseyptelet gcat cgagcacgt tcgagtttacecgttte
civuuuieivYsiNaiNor v Vun vV eav:Vv:Naukeavilavlet ctatat cgaggtcaactaacaattatget
ey uwuieiy:NeusulerV:\envunv.vXeyv:vayReyptenytlea a t cgt tcaaat tectgttttaggtacattt
ciuwwuichveueuver.V:Ye:Yunv.vNXeyv.vitauycytenvlea a t caatacgacaagagt taaaatggtectt
cuwnwiciv:Neuauyerv:\erxYunuvveyy.vtayseatanvleagc t tagctgt ccaatccacgaacgtggatg
cawuuuleiy-toudeuervler:Yunv:vteav:vNayyeyyteulecaaccaacggtaacagectactttttacagt
cruwpniciv:YouvsayervXe: Ny vXeav.v:teuyeavtenvea taactgaaggataggagct tgtaaagtct
chwwunielv:Youveuyerv:Xe) N y:-vXegv.vtsuyepvtonv\e- aatgctacatctcaaaggatgatcccaga
chwwwuvesy-Yeuvouver VX buwy-V-teuv:V-evepy X V-Naa agt agt tgatgacctctacaatggtttat
ehnuwuiesv:teuNeuyenV:Xer:uuuv:vXeav.:Xehyeyv:ev\ea cctagaagcat ttgagecgtatattgattyg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACEEIAddAd.{olololoiddeiAdds (olelefol A ofs -Ved of-T- |
Svywuicyvelsujervler.yunvvleyv.vlaieyyetlsaccat tagcaatcatttgtgeccattgagt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGT
ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggecttt

En la secuencia de arriba, la secuencia lider es:

5’-caaggacagttattgattttataatcactagtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag-3’ (SEQ ID NO:688)

La secuencia integrada que comprende una repeticion CRISPR se muestra en mayusculas y un espaciador CRISPR

(es decir, las secuencias de marcado) en minusculas; ambas se muestran arriba
(GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACTttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatga; SEQ ID NO:694).

secuencias de repeticion terminal y de remolque de la CRISPR se muestran debajo:
Repeticion terminal: 5'-gtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacagt-3' (SEQ ID NO:3)
Secuencia de remolque: 5'-ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt-3' (SEQ ID NO:691)

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

en

gris
Las

La secuencia del espaciador (SEQ ID NO: 535) se encuentra entre las posiciones 17215 y 17244 pb (es decir, en la
hebra adicional) del genoma de D858 (y tiene 100% de identidad a la secuencia gendmica D858 sobre 30

nucleostidos):
Espaciador 1 ttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatga 30 (SEQ ID NO:535)
(RERRRRRER AR RN RA RN RRR RN
D858 17215 ttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatga 17244 (SEQ ID NO:690)
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El nuevo espaciador se integra en la ubicacion CRISPR1 de la cepa DGCC7710- RH2 S. thermophilus confiere
resistencia contra el fago D858 para la cepa DGCC7710-RH2 S. thermophilus, como se muestra en la Figura 2 y la
Tabla 2-1 (Ver también, la Figura 10).

EJEMPLO 3

Integracion y Extraccion del Constructo

En este Ejemplo, se describen métodos para la integracion y extracciéon del constructo.

Las cepas usadas en estos experimentos fueron:

Cepa precursora S.thermophilus DGCC7710, sensible a los fagos 858 y 2972

Mutante CRISPR S.thermophilus DGCC7778 resistente a 858

DGCC7778cas 1 KO S.thermophilus

DGCC7778cas4KO S.thermophilus

DGCC7778RT S.thermophilus

DGCC7778RT S.thermophilus

Mutante CRISPR S.thermophilus DGCC7710R2 resistente a 2972

DGCC7710R2S1S2 S.thermophilus

La E. coli EC1,000 proporciona pORI28 (Ver, Russell y Klaenhammer, Appl. Environ. Microbiol., 67:43691 - 4364
[2001])

La Escherichia coli pCR2. 1TOPO proporciona pTOPO (Ver, Invitrogen catalogo #K4500-01)
Los siguientes plasmidos se usaron en estos experimentos:

pTOPO, un plasmido usado para sub-clonar varios constructos

pTOPOcas/ko contiene un fragmento integro de casl

pTOPOcas4ko contiene un fragmento integro de cas4

pTOPOS1S2 contiene el constructo del espaciador S1S2

pTOPO RT contiene el constructo de repeticion RT terminal

pORI28 es un plasmido usado para la integracién de varios constructos en el cromosoma de cepas de
S.thermophilus.

pORIcaslko contiene un fragmento integro de casl

pORIScas4ko contiene un fragmento integro de cas4

pORIS1S2 contiene el constructo espaciador S1S2 purista contiene el constructo de repeticiones terminales RT
Los siguientes cebadores se usaron en estos experimentos:

Cas1

5'-caaatggatagagaaacgc-3' (SEQ ID NO:670) y 5'-ctgataaggtgttcgttgtcc-3' (SEQ ID NO:671)

Cas4

5'-ggagcagatggaatacaagaaagg-3' (SEQ ID NO:672) y 5'-gagagactaggttgtctcagca-3' (SEQ ID NO:673)

S1S2yRT
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P1 5'-acaaacaacagagaagtatctcattg-3' (SEQ ID NO:666)

P2 5'-aacgagtacactcactatttgtacg-3' (SEQ ID NO:667)

P3 5'-tccactcacgtacaaatagtgagtgtactcgtttttgtattctcaagatttaagtaactgtacagtttgattcaacataaaaag-3 (SEQ ID NO:668)
P4 5'-ctttccttcatcctegcetttggtt-3' (SEQ ID NO:669)

Se obtuvieron cepas y fagos de la Coleccion del Cultivo Danisco, o del material referenciado (Russell and
Klaenhammer, Appl. Environ. Microbiol., 67:43691-4364 [2001]; y Levesque et al., Appl. Environ. Microbiol., 71:4057-
4068 [2005]).

La preparacion de Fago, purificacion y pruebas se llevaron a cabo usando métodos conocidos en el arte (Ver por
ejemplo, Duplessis et al., Virol., 340: 192-208 [2005]; y Levesque et al., Appl. Environ. Microbiol., 71 :4057-4068
[2005])).

Las cepas de S. thermophilus se desarrollaron a 37°C o 42°C en MI7 (Difco) suplementado con 0.5% de lactosa o
sucrosa. Para la infeccion del fago, se agregaron 10mM de CaCl, al medio previo a la infeccion del fago, como se
conoce en el arte (Ver por ejemplo, Duplessis et al., supra; y Levesque et al., supra).

Las enzimas usadas para llevar a cabo la digestion por restriccion y PCR se adquirieron de Invitrogen y se usaron de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las PCR se llevaron a cabo en un termociclador de gradiente
Mastercycler Eppendorf como se conoce en el arte (Ver por ejemplo, Barrangov et al., Appl. Environ. Microbiol.,
68:2877-2884 [2002]).

La inactivacion del gen y la insercion del plasmido en el sitio especifico por medio de la recombinacién homdloga en
el cromosoma S. thermophilus se llevé a cabo por la subclonacién en el sistema pCR2.1TOPO de Invitrogen,
subsecuente a la clonaciéon en el sistema pORI usando la E. coli como un hospedador y los constructos se
purificaron y transformaron finalmente en S.thermophilus como se describié previamente (Russell y Klaenhammer,
supra).

Integracion del Constructo RT

Usando el constructo RT disefiado como se muestra en la Figura 4, el constructo se insert6 justo después del cas4,
como se muestra en la Figura 5. EI DGCC7778 precursor es resistente al fago 858. El precursor tiene dos
espaciadores (S1 y D2) que son idénticos al ADN del fago 858. La cepa resultante (RT) perdié resistencia al fago
858. Este resultado indica que los genes cas necesitan estar en vecindad inmediata de los espaciadores para
conferir resistencia. Como se muestra en la Figura 3, el DGCC7778 precursor se disefié de tal manera que el gen
casl se interrumpio, produciendo una pérdida de resistencia, lo que denota que casl se necesita para conferir la
resistencia. Como se muestra en la Figura 3, el DGCC7778 precursor se disefié de tal maneraque el gen cas4 se
interrumpié. Ademas, el constructo S1S2 se integré en el DGCC7710 precursor, como se muestra en las Figuras 6-
8.

EJEMPLO 4
Aislamiento de Mutantes Resistentes al fago y Confirmacion de Secuencias CRISPR

En este Ejemplo, se describen los métodos usados en el aislamiento de mutantes resistentes al fago y confirmacion
de secuencias CRISPR. Los mutantes resistentes al fago S. thermophilus fueron obtenidos mediante la prueba
inmogénica de la cepa DGCC7710 hospedadora del tipo natural (también llamada “RD534”) con el fago 2972 y/o el
fago 858 (Levesque et al., Appl. Environ. Microbiol., 71:4057 [2005]). La cepa hospedadora se desarrollé a 42°C en
10 ml de un caldo M17 suplementado con 0.5% de lactosa (LM 17). Cuando la densidad optica (600 nm) alcanz6
0.3, fagos y se agregé el cloruro de calcio 10 mM a una concentracion final de 107 pfu/ml y 50 mM, respectivamente.
El cultivo que contiene el fago se incubd a 42°C durante 24 horas y se monitored para la lisis. Después, 100 pl del
lisado se inocularon en 10 ml del LM17 fresco. El lisado restante se centrifugd y los peletizados se inocularon en otro
tubo que contenia 10 ml del medio LM17 fresco. Estos dos cultivos se incubaron a 42°C durante 16 horas.
Finalmente, estos cultivos se diluyeron y colocaron en LM17. Las colonias aisladas se probaron para la sensibilidad
del fago como se conoce en el arte (Ver, Moineau et al., Can J. Microbiol., 38:875 [1992]). La ubicacion CRISPR de
los aislados resistentes se verificaron mediante la secuenciacidon de productos PCR, usando la informacion del
genoma del fago pertinente conocida en el arte (Ver, Levesque et al., Appl. Environ. Microbiol., 71:4057 [2005]).

EJEMPLO 5

Disefio del espaciador CRISPR
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En este Ejemplo, se describen métodos usados en algunas modalidades para disefiar el espaciador CRISPR. Las
enzimas usadas para llevar a cabo la digestion por restricciéon y PCR se adquirieron de Invitrogen y se usaron de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las PCR se llevaron a cabo en un termociclador de Gradiente
Mastercycler Eppendorf, usando métodos conocidos en el arte.

La inactivacion del gen y la insercién del plasmido en el sitio especifico por medio de la recombinaciéon homadloga en
el cromosoma S. thermophilus se llevé a cabo mediante la subclonacién en el sistema pCR2.1 -TOPO (Invitrogen),
mediante la clonacion subsecuente en el sistema pORI usando E. coli como un hospedador, y los constructos se
purificaron y transformaron finalmente en S.thermophilus como se conoce en el arte (Ver, Russell y Klaenhammer,
Appl. Environ. Microbiol.., 67:4361 [2001]).

El ADN del mutante WTosss™ 2 se us6 como una plantilla para amplificar dos fragmentos PCR distintos usando P1
(5'-acaaacaacagagaagtatctcattg-3'; SEQ ID NO:666) y P2 (5'-aacgagtacactcactatttgtacg-3'; SEQ ID NO:667) en una
reaccion, y P3

(5'-tccactcacgtacaaatagtgagtgtactcgtttttgtatictcaagatttaagtaactgtacagtttgattcaacataaaaag-3'; SEQ ID NO:668) y P4
(5' - crttecttcatectegetttggtt-3'; SEQ ID NO:669) en otra reaccion. Se usaron ambos productos del PCR
subsecuentemente como plantillas en otra reaccion de PCR usando los cebadores P1 y P4 para generar el
constructo SIS2 de acuerdo a la Figura 11.

El constructo S1S2 se sub-clond en el sistema Invitrogen pCR2.1-TOPO. Este constructo se digirié con Notl y Hindlll
y se clon6 subsecuentemente en el pORI en los sitios Notl y Hindlll, que proporcionan el constructo pS1S2. La
integraciéon de pS1S2 en la ubicacion CRISPR1 de WT o272 ocurrio por medio de la recombinacién homéloga en el
extremo 3' del cas7, para generar WT¢2972+S4::pS1S2.

El constructo pR se generd usando el constructo pS1S2 como una plantilla. Especificamente, el constructo S1S2
subclonado en el pCR2.1-TOPO se digirié usando BsrGl, que se corta dentro de la repeticion CRISPR. Después, la
digestion se ligd nuevamente y se usd un plasmido que contenia una sola repeticion y ningun espaciador
subsecuentemente para clonarse en pORI usando Notl y Hindlll, generando pR. La integracién de gR en el
cromosoma de WT¢858+S152 en el extremo 3’ de cas7 via la recombinacion homéloga generd WT¢858+S1S =pR, un
mutante donde la ubicacién CRISPR1 se desplaza y una unica repeticion se inserta en su lugar.

El mutante WTesss ™~ ~2::pR se desarrollé subsecuentemente en ausencia de eritromicina, y se analizaron variantes
sensibles a los antibidticos para encontrar un mutante que tenia una eliminacién completa de la ubicacion CRISPR1.
La eliminacion se derivd de una recombinacién homoéloga que se presenta en el extremo 3' de ORF (opuesto a un
evento de recombinacién que ocurre en el extremo 3' de cas7, que habria resultado en una restauracion de la cepa
WT¢858+S182), generando WT¢858+S152 ACRISPR1 (Ver, Figura 12), un mutante dénde la ubicacion CRISPR1 se
elimina (Ver también, Figura 10).

EJEMPLO 6
Inactivation de Genes cas

Para la inactivacién cas5, una pieza interna de 801-pb cas5 se amplific6 por PCR usando los cebadores 5'-
caaatggatagagaaacgc-3’ (SEQ ID NO:670) y 5'-ctgataaggtgttcgttgtcc-3' (SEQ ID NO:671) y se subcloné en la E. coli
pCR2.1-TOPO (Invitrogen). Este constructo se digirié con EcoRV y Hindlll y se cloné subsecuentemente en pORI en
los sitios EcoRV y Hindlll. La integracién de este constructo en el gen cas5 de WTosss ™ >2 ocurrio por medio de la
recombinacién homadloga de la pieza interna del gen, resultando en WT¢353+S1S ::;pcasb -.

De manera semejante, una pieza interna 672-pb de cas7 se amplificé por PCR usando los cebadores 5'-
ggagcagatggaatacaagaaagg-3' (SEQ ID NO:672) y 5'-gagagactaggttgtctcagca-3' (SEQ ID NO:673) y se subcloné en
la E. coli pCR2.1-TOPO (Invitrogen). Este constructo se digirié con EcoRV y Hindlll y se cloné subsecuentemente en
pORI en los sitios EcoRV y Hindlll. La integracion de este constructo en el gen cas7 de WTosss ™ o2 ocurrid por
medio de la recombinacién homdloga de la pieza interna del gen, resultando en WTogss ™52 ::pcas7? - (Ver, Figuras
10-12).

EJEMPLO 7
Métodos Naturales para Insertar una Secuencia Adicional en una Ubicacion CRISPR

En este Ejemplo, se describen los métodos usados para provocar naturalmente la insercién de una secuencia
adicional dentro de una ubicaciéon CRISPR de una cepa bacteriana. La “secuencia adicional” como se usa en la
presente se define como una secuencia espaciadora asociada con la secuencia de repeticion CRISPR. Mas
particularmente, la “secuencia adicional” se origina en parte de un fago donador capaz de infectar la bacteria dirigida
y en parte de la duplicacién de la secuencia de repeticion CRISPR. La introducciéon del ADN del fago donador en la
célula bacteriana resulta de la infeccidon de la célula por el fago donador. La seleccion de células que contienen la
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secuencia adicional se hace a través de la presion de selecciéon con el fago donador de tal modo que las células
modificadas seleccionadas sean resistentes al fago.

En estos experimentos, una cepa precursora se expuso a un fago donador y una variante resistente al fago de la
cepa precursora (es decir, una cepa variante) seleccionada. La cepa variante se analizd (por ejemplo, por PCR y/o
formacion de secuencias de ADN) para confirmar la presencia de una secuencia adicional dentro de una ubicacion
CRISPR. La secuencia del nucleétido de la secuencia adicional se determiné. Tipicamente, la secuencia adicional es
un fragmento de aproximadamente 30 nucleétidos en tamafio, del fago donador asociado (fusionado) a una
secuencia de repeticion CRISPR, y confiere resistencia al fago donador.

En algunos experimentos, la cepa precursora se pre-cultivo toda la noche en un medio basado en leche a 42°C. Un
medio basado en leche se inoculd entonces a 0.1% (v/v) con el pre-cultivo de la cepa precursora y con una
suspension del fago donador a un MOI de 10. Después de 6 horas de incubacion a 42°C, se colocaron las diluciones
del cultivo en un medio nutritivo para obtener las colonias aisladas. Los aislados se probaron entonces para su
resistencia al fago donador (cualquier método adecuado en el arte encuentra uso en estos experimentos). Se
analizaron después cepas variantes para la presencia de una secuencia adicional dentro de una de sus ubicaciones
CRISPR.

Las ubicaciones CRISPR se amplificaron por PCR y las secuencias del nucleétido de los productos de PCR
resultantes se determinaron mediante una formaciéon de secuencias de ADN usando PCR estandar y métodos de
secuenciacion conocidos en el arte. Estas secuencias se compararon después con las de la cepa precursora usando
métodos estandares conocidos en el arte.

En algunos experimentos, DGCC7710 se us6 como cepa precursora y D2972 se usé como un fago donador. La
cepa DGCC7710 S. thermophilus se exbpuso al fago donador D2972 como se describid anteriormente. Se obtuvo una
cepa variante nombrada WT phi2e72 s (Ver, tabla 7-1). La Tabla 7-1 también incluye los resultados para cepas
variantes descritas en otros Ejemplos. En la Tabla 7-1, el EOP se expresa relativamente como el fago D2972. El
posicionamiento de la secuencia adicional en el genoma del fago se da relativamente al fago D2972, a menos que
se especifique lo contrario.

Tabla 7.1 Descripcion de cepas variantes modificadas con CRISPR de DGCC7710
Cepa Cepa Fago Secuencia Secuencia EOP
variante precursora  |donador | adicional
- DGCC7710 |- - I
WTpmaon2 © | DGCC7710 |D2972 | 34521-34492 |GCCCTTCTAATTGGATTACCTTCC]| 107
GAGGTG (SEQ ID NO:524)
WTonsss > > |WTongss > | D858 | 33824-33853 |TGTAGATAGCGTGGGTGCAGAGA| 10-5
pcass 2 TGCACGG
phigss :peass (SEQ ID NO:702)
WToner2 . |DGCC7710 [D2972 | 31582-31611 |CTCAGTCGTTACTGGTGAACCAG | 107
TTTCAAT
(SEQ ID NO:525)
WTaen °  |DGCC7710 |D2972 | 25693-25722 | TCTAATCCCACTAGGAATAGTGG | 107
GTAGTAA
(SEQ ID NO:703)
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Tabla 7.1 Descripcién de cepas variantes modificadas con CRISPR de DGCC7710

TGTTTCAAGGTTTCGGGTCCAAGT
ATCATT
(SEQ ID NO:712)

Cepa Cepa Fago Secuencia Secuencia EOP
variante precursora | donador | adicional
WTpasns 0 |DGCC7710 |D2972 | 27560-27589 | TCGATAAATCAGCCAAAGTATTA | 107
AGTGGTT
(SEQ ID NO:704)
WTomaom °2 |DGCC7710 |D2972 | 24624-24653 |CAGCTTGAAATGTTTATTGAAGC | 107
AGCAGTG
(SEQ ID NO:705)
WTonzor2 pnia | WTpnzorz ©° | D4724 | 1113-1142 |TTATATCGAAGAACGACTGAAAG| <10
1" AGCTTGA
_ |(SEQ ID NO:706)
WT, nizwzm;h;e \r\f"[',,h;;g-,-;+g D4724 | 33968-33997 | TCCAAGTTATTTGAGGAGTTATTA] <10”
24 AGACAT
(SEQ ID NO:707)
Wnaors Vpmis | WTpnizer © | D4724 | 30803-30832 | TACCGAAACGACTGGTTTGAAAA | <10™
124" ATTCAAG
(SEQ ID NO:708)
WTnizor2 pnie | WTpnizor o | D4733 | 29923-29894 |AGTTGATTGCGTAATCAACCATC | <10”
P e TCCATAA
724 phid724
L onianss”>'® (SEQ ID NO:709)
WTS,..;,,m*S‘,,,,;., WTomaer2 °F | D4720 | 33968-33997 |[TCCAAGTTATTTGAGGAGTTATTA] 10°
s AGACAT
(SEQ ID NO:707)
WTomzorz “oms | W Tpmzers * | D858 | 30338-30367 |CTTCAAATGTACTGCAAGGCTGC | <107
i (relativamente | AAAAGTA
para D858)  |(SEQ ID NO:710)
WTomzor2 “pmis | WTpnzorz ©° | D858 | 33886-33915 |ATTGTCTATTACGACAACATGGA | <107
P (relativamente [ AGATGAT
para D858)  |(SEQ ID NO:526)
WTonsssonizerz. |DGCC7710 |D2972 H 7874-7903 | TTACTAGAGCGTGTCGTTAACCA | <10
ssiciisi D858 CTTTAAA
20650-20621 |(SEQ ID NO:528)
TTCGTTAAAGTCACCTCGTGCTAG
8360-8389 |[CGTTGC
(SEQ ID NO:529)
18998-19027 |ATAACGGTAGCAAATATAAACCT
GTTACTG
(SEQ ID NO:530)
|GAAGTAGCCATACAAGAAGATGG
ATCAGCA
(SEQ D NO:531)
WToniasshizonz. |DGCC7710 |D2972 4 33602-33631 |GATGTCACTGAGTGTCTAAGCAT | 107
S13514 D858 TGCGTAC
4830-4801 (SEQ ID NO:776)
TGAATAAGCAGTTCTTGACGACC
AACCGAC
(SEQ ID NO:533)
WTonaors 052 |DGCC7710 |D2972 | 29647-29-618 [TTTTCCGTCTTCTTTTTTAGCAAA | <107
7 GATACG
16681-16652 |(SEQ ID NO:711)
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Tabla 7.1 Descripcion de cepas variantes modificadas con CRISPR de DGCC7710

(relativamente
para D858)
362-333

24083-24112
(relativamente
para D858)

30059-30088
(relativamente »
para D858)

CAATAG
(SEQ ID NO:717)
AATTGTGTCGGTCTTTTTTATTGT
TTTTACC

(SEQ ID NO:718)
CTCGTTAATTGCAAGTTTGGTCGG
CACGTT

(SEQ ID NO:719)
TTGTGGCACAAACAAAATGAATT
AAAGATT

Cepa Cepa Fago Secuencia Secuencia EOP
variante precursora donador |adicional
DGCC9705 DGCC7710 |D2972 | 25582-25611 |[AAATCAGTTTTTTGTTCAGAAACT] <10°
TGTTCT
18079-18108 |(SEQ ID NO:713)
TAGAGGTAATGACGGCTTACCGG
GTAAAGA
(SEQ ID NO:714)
DGCC9726 DGCC9705 |D3821 26530-26559 | GAAGTATTAGGTCTCTCAAAAGA | <107
TGATATT
(SEQ ID NO:715)
DGCC9733 DGCC9726 |D3288 | 5339-5363 TAAACTATGAAATTTTATAATTTT]| <107
(relativamente | TGAACA
para 7201) (SEQ ID NO:716)
DGCC9836 DGCC9733 | D4753 15562-15590 |AACCCAATAATTACAGTGAAGCA| <107

(SEQ ID NO:720)

Esta resistencia mostrada de la variante para D2972, como la eficiencia de la formacién de placa (EOP) de D2972
en WTpnizora" >0 se redujo por 4 logs. EI ADN se extrajo de WTpnizer2"° y la ubicacion CRISPR1 se analizé por PCR
como se conoce en el arte (Ver por ejemplo, Bolotin et al. [2005], supra) usando la combinaciéon de un cebador
delantero (ya sea YC70 y/o SPIDR-arriba (5-gTCTTTAgAAACTgTgACACC-3’; SEQ ID NO:674) y un cebador
inverso (ya sea YC31 y/o SPIDR-abajo (5-TAAACAgAgCCTCCCTATCC; SEQ ID NO:675). La secuencia del
producto PCR se determind y compard con la de la ubicacion CRISPR1 de DGCC7710. Comparado con
DGCC7710, WTphi2972+S6 se encontré que difiere por la adicién de una secuencia espaciadora sencilla de 30 pb en el
extremo 5’ de su region CRISPR1 y por la duplicacion de la secuencia repetida, como se muestra en la Figura 14. La
comparacién de la secuencia adicional con la secuencia del genoma D2972 muestra que la nueva secuencia
espaciadora es 100% idéntica a la del genoma D2972 del nucledtido 34521 hasta el nucleotido 34492.

En algunos experimentos adicionales, WTphi858+S1SZ::pca35 se usd como la cepa precursora y D858 se usé como un
fago donador. La cepa variante resultante nombrada WTphi358+S132::pca85 higss (Ver, Tabla 7-1) fue resistente a
D858, con un EOP reducido por 5 logs. EI ADN se extrajo de WTphi858+S1S ::pcasSphi858+S19 y su ubicacién CRISPR3
se analizé por PCR usando un cebador delantero (CR3_liderF1, 5-CTGAGATTAATAGTGCGATTACG; SEQ ID
NO:676) y un cebador inverso (CR3_pistaR2, 5-GCTGGATATTCGTATAACATGTC; SEQ ID NO:677). La secuencia
del producto PCR se determiné! comparé con la de la ubicacion CRISPR3 de WTphi353+S132::pca35. Comparado con
WTphi858+S182::pca35, WTphi858+S1 2::pcaSSphi858+S1g difiere por la adicién de una secuencia espaciadora sencilla de 30
pb en el extremo 5’ de su region CRISPR3 y por la duplicacién de la secuencia repetida. La comparacién de la
secuencia adicional con la secuencia del genoma D858 muestra que la nueva secuencia espaciadora es 100%
idéntica a la del genoma D858 del nucleétido 33824 hasta el nucledtido 33853.

En otros experimentos adicionales, DGCC7809 se us6é como la cepa precursora y D3743 se usdé como el fago
donador. La cepa variante resultante nombrada DGCC7809phi|33,743+528 (Ver, Tabla 7-2) fue resistente a D3743 con un
EOP reducido por 8 logs. EI ADN se extrajo de DGCC7809,DhiD3743+828 y su ubicacion CRISPRS se analizé por PCR
usando un cebador delantero (CR3_liderF1, 5-CTGAGATTAATAGTGCGATTACG; SEQ ID NO:676) y un cebador
inverso (CR3_pistaR2, 5-GCTGGATATTCGTATAACATGTC; SEQ ID NO:677). La secuencia del producto PCR se
determind y compar6 con la de la ubicacion CRISPR3 de ST0189. Comparado con DGCC7809,
DGCC7809phiD3743+S ® difiere por la adicién de una secuencia espaciadora sencilla de 29 pb en el extremo 5 de su
region CRISPR3 y por la duplicacion de la secuencia repetida. La secuencia del fago D3743 se desconoce; sin
embargo la comparaciéon de la secuencia adicional con la secuencia de otro genoma de fago de estreptococos
muestra que la nueva secuencia espaciadora es 100% idéntica a la del genoma DT1 de fago del nucledtido 6967
hasta el nucleétido 6996.
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En otros experimentos adicionales, DGCC3198 se usé como la cepa precursora y D4241 se usd como el fago
donador. La cepa variante resultante nombrada DGCC3198ph.4241 (Ver Tabla 7-2) fue resistente a D4241 con un
EOP reducido por 8 logs. EI ADN se extrajo de DGCCB198phi4g41 'y su ubicacion CRISPR1 se analizé por PCR
usando un cebador delantero (ya sea YC70 y/o SPIDR-arriba (5-gTCTTTAgGAAACTgTgACACC-3’; SEQ ID NO:674)
y de un cebador inverso (ya sea YC31 y/o SPIDR-abajo (5-TAAACAgAgCCTCCCTATCC; SEQ ID NO:675). La
secuencia del producto PCR se determlno y comparo con la de la ubicaciéon CRISPR1 de DGCC3198. Comparado
con DGCC3198, DGCC3198;hi4241 29 difiere por la adiciéon de una secuencia espaciadora sencilla de 30 pb en el
extremo 5’ de su region CRISPR1 y por la duplicaciéon de la secuencia repetida. La secuencia del fago D4241 se
desconoce; sin embargo la comparacioén de la secuencia adicional con la secuencia de otro genoma de fago de
estreptococos muestra que la nueva secuencia espaciadora es 100% idéntica a la del genoma de fago DT1 del
nucledtido 3484 hasta el nucleétido 3455.

La Tabla 7-2 a continuaciéon proporciona una descripcion de cepas variantes modificadas con CRISPR de
DGCC7809 y de DGCC3198. En esta Tabla, EOP se expresa relativamente a los fagos donadores. La posicion de la
secuencia adicional en el genoma de fago se da relativamente al fago DT1.

Tabla 7-2. Descripcion de cepas variantes modificadas con CRISPR de DGCC7809 y DGCC3198

. Cepa Fago  |Secuencia ;
C t
epa variante precursora  |donador |adicional Secuencia EOP
- DGCC7809 | - - - 1
6967-6996 |ACAAGCAAAGATTACAACCG
DGCC7809,1i374:°2 |DGCC7809 | D3743 |(relativamente [CTGGTGCTA <10*

paraDT1) (SEQ ID NO:721)
- DGCC3198 | - - . I

3484-3455 |ACCAAGTAGCATTTGAGCAAA
DGCC3198,4241° |DGCC3198 | D4241 |(relativamente [GATAGATTG <10*
paraDT1) (SEQ ID NO:722)

EJEMPLO 8
Seleccion de un Conjunto de Cepas Variantes Modificadas con CRISPR de la Misma Cepa Precursora

En este Ejemplo, se describen métodos usados para la seleccion de un conjunto de cepas variantes de la misma
cepa precursora que difiere por su secuencia adicional originada del mismo fago. Como varias porciones de un fago
donador encuentran uso como fuentes para secuencias adicionales, multiples cepas variantes diferentes se pueden
generar del fago donador dado. Ademas, cada cepa variante tiene una secuencia adicional diferente. En
consecuencia, las cepas multiples se desarrollaron de la misma cepa precursora ademas de la cepa variante
descrita en el Ejemplo 7. En algunos experimentos, estas cepas adicionales se generaron al exponer la cepa
receptora al mismo fago donador. Las diversas cepas variantes resultantes se contemplaron para presentar diferente
espectro de la sensibilidad de fago.

En cultivos independientes, la cepa precursora se sometié al mismo fago donador. Para cada cultivo, una variante
resistente de fago sencillo se aislé como se describe en el Ejemplo 7 y luego se analizé. Las secuencias adicionales
en cada una de las cepas variantes se compard una con la otra. El espectro de sensibilidad de las cepas variantes
para el fago donador y otros fagos se determiné usando métodos microbiolégicos clasicos conocidos en el arte. Los
espectros de sensibilidad de las diversas cepas luego se compararon. Las cepas variantes seleccionadas fueron
aquellas que presentan secuencias adicionales diferentes y espectros diferentes de la sensibilidad de fago.

En algunos experimentos, se condujo la seleccién de diversas cepas variantes de DGCC7710 usando D2972 como
un fago donador sencillo. La cepa precursora DGCC7710 se expuso al fago donador D2972 en cuatro cultivos
independientes como se describe en eI EJempIo 7 De cada uno de los cultlvos una cepa variante se aislo y fue
respectivamente nombrada WTpnizoz2">*, WTpnizeza 520, WTpnizor2 ™2y WTpnizez2 22 (Ver, Tabla 7-1).

Estas cepas variantes muestran resistencia a D2972, como la eficiencia de la formacién de placa (EOP) de D2972
en las cuatro varlantes reS|stentes al fago se redujo por 3 hasta 5 logs. El ADN se extrajo de WTpnizo72 e
WTph|2972 WTph|2972 y WTphize72 +s22 y se analizé por PCR usando métodos conocidos en el arte (Ver por
ejemplo, Bolotln et al. [2005], supra), usando la combinaciéon de un cebador delantero (ya sea YC70 y/o SPIDR-
arriba (5’-gTCTTTAgAAACTgTgACACC; SEQ ID NO:674) y de un cebador inverso (ya sea YC31 y/o SPIDR-abajo
(5-TAAACAgAgCCTCCCTATCC; SEQ ID NO:675). La secuencia de los productos PCR se determind y comparoé
con la de la ubicacion CRISPR1 de DGCC7710. Comparado con DGCC7710, WTripora ¥4 WTphizer2 %,
WTph|2972 y WT phize72 S22 difiere por la adicién de una secuencia espaciadora de 30 pb en el extremo 5’ de su

86



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 541 693 T3

region CRISPR1 y por la duplicacién de la secuencia repetida, como se muestra en la Figura 17). La comparacion de
estas nuevas secuencias espaciadoras con la secuencia del genoma D2972 muestra que las nuevas secuencias
espaciadoras son 100% idénticas a la del genoma D2972 del nucledtido 31582 hasta el nucledtido 31611, del
nucledtido 25693 hasta el nucledtido 25722, del nucleétido 27560 hasta el nucleétido 27589, y del nucleétido 24624
hasta el nucleétido 24653, respectivamente. Los cuatro espaciadores adicionales se encontraron para ser diferentes
uno del otro y diferentes de los espaciadores descritos en el Ejemplo 7.

EJEMPLO 9
Métodos Naturales Usados para la Insercion de una Segunda Secuencia Adicional en una Ubicacién CRISPR

En este Ejemplo, se describen métodos naturales usados para provocar la insercion de una segunda secuencia
adicional en la ubicacion CRISPR. Durante la insercion de una secuencia adicional de un fago donador dado en una
ubicacion CRISPR bacteriana, la cepa variante se vuelve resistente o al menos, menos sensible a este fago. Por lo
tanto, el método descrito en el Ejemplo 7 no es mas eficiente para la insercion de secuencias adicionales en la
ubicacién CRISPR de esta cepa variante. Por ejemplo, el método no puede aplicarse a la cepa, varlante WT phizo72 +S6
(como una cepa precursora) usando D2972 como un fago donador, debido a que WTph|2972 tiene sensibilidad
significativamente disminuida para D2972 (Ver, Ejemplo 7).

En algunos experimentos, este problema se vencié por el uso de un fago donador mutado derivado de D2972 que
incluye al menos una modificacion especifica dentro de su genoma (esto es, un “fago mutado”). Este fago mutado se
selecciono al exponer el fago donador a la cepa variante, de manera que la modificacion (esto es, mutacién) del fago
parenteral se vuelve virulenta para la cepa variante.

En algunos experimentos, el fago mutado tuvo una mutaciéon en su genoma dentro de la regién que contiene la
secuencia del espaciador adicional que es parte de la secuencia adicional en la cepa variante. La cepa variante fue
sensible a este fago mutado. La cepa variante se expuso al fago mutado y una nueva variante resistente al fago
(variante de 2% generacion) de la cepa variante se selecciond. La variante de 2° generacion se analizé usando
métodos adecuados conocidos en el arte (por ejemplo, PCR y procesado por secuencia), para confirmar la presencia
de una secuencia adicional dentro de una ubicacién CRISPR. La secuencia de nucleétidos de la secuencia adicional
se determiné. En algunos experimentos, la secuencia adicional se encontré6 que contiene un fragmento de
aproximadamente 30 nucleétidos en tamafio del fago mutado que da resistencia al fago mutado.

En algunos experimentos, la cepa variante se pre-cultivd durante la noche en un medio con base en leche apropiado
a 42°C. Un medio con base en Ieche adecuado luego se inoculd con el pre-cultivo de la cepa variante en una
concentracion de alrededor de 10° cfu/ml y con una suspension del fago donador en un MOI mayor que 100. El
cultivo se incubd durante la noche a 42°C, y luego se centrifugd. El sobrenadante se cosechd y filtré usando un filtro
de 0.45 ym. Las diluciones del sobrenadante filtrado se usaron para inocular un medio de agar nutritivo sembrado
con la cepa variante con objeto de obtener placas de fago aisladas, usando cualquier método adecuado conocido en
el arte. Las placas aisladas se cultivaron en la cepa variante en medio nutritivo liquido, usando cualquier método
adecuado conocido en el arte. Una suspension del fago mutado se obtuvo al filtrar el cultivo a través de un filtro 0.45
um. El fago mutado luego se us6é como se describe arriba (Ver, Ejemplo 7) para provocar la insercion de una
segunda secuencia espaciadora adicional en la ubicaciéon CRISPR de la cepa variante.

En algunos experimentos, WTphizgn (Ver Ejemplo 7,y Tabla 7-1) se us6 como la cepa precursora y D4724 se us6
como el fago donador. La cepa variante WTphize72 S8 se cultivo en la presencia de alta concentracion del fago D2972.
Un fago mutado nombrado D4724 se aisl6 al formar en placa el sobrenadante de este cultivo en la cepa WT phize72 +S6
usando los metodos descritos arriba. La virulencia del fago mutado D4724 en WT phize72 S8 se verifico. La cepa
variante WTph|2972 se expuso al fago mutado D4724 en un cultlvo como se describe en el Ejemplo 7. Se obtuvo
una cepa variante resistente al fago nombrada WTni2e72 Sﬁph.4724 (Ver, Tabla 7-1).

Comparado con WTphi2972+S6, esta cepa variante muestra una resistencia incrementada para D2972, como la
eficiencia de la formacion de placa (EOP) de D2972 en WTphize72 S6ph.47g4 S15 se redujo por mas de 8 logs (en lugar
de 4 logs); ademas, su resistencia también se extendi® comparada con WTph.zgn +s6 ya que muestra alguna
resistencia para D4724 (Ver, Tabla 9-1). El ADN se extrajo de WTpnizg72 Seph.4724 Sy su ubicacion CRISPR1 se
analizé por PCR como se describe arriba usando las mismas combinaciones de cebadores como se describen
arriba. La secuencia del producto PCR se determmo y compard con la de la ubicacion CRISPR1 de WTphize72 +s6
Comparado con WTph.2972 , WTphize72 Seph.47g4 18 difiere por la adicion de una secuencia espaciadora de 30 pb en el
extremo 5’ de su region CRISPR1 y por la duplicacién de la secuencia repetida, como se muestra en la Figura 17. La
comparacion de esta secuencia espaciadora adicional con la secuencia del genoma D2972 muestra que la segunda
secuencia espaciadora adicional es 100% idéntica a la del genoma D2972 del nucleétido 1113 hasta el nucledtido
1142.

De los cultivos |ndepend|entes usando condiciones experimentales idénticas, las cepas variantes
+S6 +S6 +S24 . .
WT phize72 phmm y W phiog72 " phid724 se aislaron y analizaron (Ver, Tabla 7-1). Como se compara con

WTphizgn*S , estas cepas variantes muestran una resistencia incrementada para D2972, como la eficiencia de la
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formacion de placa (EOP) de D2972 en WTpniaoza > Cpniar2a > Y WTphizora ™ Cphiar24 2+ se redujo por mas de 8 logs para
ambas cepas variantes; y su resistencia también se extendié, como se compara con WTphi2972+S6 ya que muestran
resistencia para D4724 (Ver Tabla 9-1). Ademas, estas cepas variantes muestran secuencias espaciadoras
adicionales en CRISPR1 que son 100% idénticas a la del genoma de D2972 del nucledtido 33968 hasta el
nucledtido 33997 y el nucledtido 30803 hasta el nucledtido 30832, respectivamente.

En experimentos adicionales, WTph.gg7g+36ph.4724+S15 se us6 como la cepa precursora y D4733 se usé como el fago
donador. Los métodos descritos arriba se usaron para generar el fago mutado D4733 del fago D4724. Luego, el fago
D4733 se uso para obtener una cepa varlante resistente al fago de WTpnizo72 +s6 phid724 *$15 La cepa variante resultante
se nombré WTpnize72" Bph.4724 s15 ph.4733 ® (Ver, Tabla 7-1). Esta cepa variante contiene una secuencia adicional
incluyendo una secuencia espaciadora que es 100% idéntica a una secuencia del genoma D2972, nucledtido 29923
hasta el nucleétido 29894. Mostrd una reS|stenC|a incrementada para D2972, como la eficiencia de la formacién de
placa (EOP) de D2972 en WTphi2o72 Sephmm ph.4733 *S16 se redujo por mas de 8 logs y la resistencia se expandi6 al
fago D4733 (Ver Tabla 9-1). La Tabla 9-1 proporciona una descripcion de la resistencia de fago de algunas cepas
variantes modificadas con CRISPR de DGCC7710. En esta Tabla, “nd” indica que los resultados no se determinaron.

Tabla 9-1: Descripcién de la Resistencia de Fago de Algunas Cepas Variantes Modificadas con
CRISPR de DGCC7710 _
Cepa Cepa Fago EOP | EOP |EOP |EOP |EOP
variante precursora donador | D2972 | D4724 D4720 | D858
D4733
- DGCC7710 | - 1 | 1 1 1
WTphiner2 DGCC7710 | D2972 | 10* I 1 nd nd
WTonizon2 phiarzs > | WTnzona >0 | D4724 [ <10% [ <107 |1 nd nd
WToninors phianzs | WTonzen > | D4724 | <10° | <10” | nd nd nd
WTonizons > phiaraa | WToniner2 0 | D4724 | <10° | <10” | nd nd nd
WTphi2972+prh§4724+bl > WTphizq?z+56 D4733 | <1 0-3 <l 0-7 <l 0'6 nd nd
+516 +815
phid733 phi4724
WTohien2 DGCC7710 | D2972 | 10” nd nd 1 nd
WTonizen' pniar2o " | WTpniaona >+ | D4720 | 10° nd nd 10” nd
WToninor2  phigss -~ © | WTpnizora >+ | D858 | <10° | nd nd nd 10-5
WTonizors phigss | WTpnizons . | D858 | <107 | nd nd nd 10-3

Todavia en experimentos adicionales, WTph.2972+S4 se us6 como la cepa precursora y D4720 se us6 como el fago
donador. Usando los mismos métodos como se describen arriba, el fago mutado D4720 se genero del fago D2972.
El fago D4720 se uso para obtener una variante resistente al fago de WTphize72 *$4 La cepa variante resultante se
nombré WT phize72 S4ph.4720 (Ver Tabla 7-1). Esta cepa variante contiene una secuencia adicional incluyendo una
secuencia espaciadora que es 100% idéntica a una secuencia del genoma D2972 del nucleétido 33968 hasta 33997.
Muestra una resistencia incrementada para D2972, como la eficiencia de la formacién de placa (EOP) de D2972 en
WT phize72 S4ph.4724 S se redujo por 6 logs (comparado con 5 logs); y su resistencia se extendié al fago D4720 (Ver,
Tabla 9-1).

EJEMPLO 10
Métodos Naturales Alternativos para Insertar Segundas Secuencias Adicionales en la Ubicacion CRISPR

En este Ejemplo, se describen métodos naturales alternativos utiles para insertar una segunda secuencia adicional
en una ubicacion CRISPR. Se conoce que una cepa precursora dada puede ser sensible para mas de una familia de
fagos. Esta diversidad de la sensibilidad se usé ventajosamente para insertar secuencias adicionales en una
ubicacion CRISPR de una cepa variante, como se describen en la presente. En estos experimentos, el segundo fago
donador se seleccion6 al probar la virulencia de una seleccién de fagos en la cepa precursora y en las cepas
variantes. Los segundos fagos donadores de interés fueron aquellos que estuvieron virulentos en ambas cepas. Se
contemplé que estos fagos deben ser probables para representar una familia diferente de fagos que aquellos
representados por el fago donador inicial. Después de su seleccion, el segundo fago donador se usé para infectar la
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cepa variante. Como se describe en los métodos de arriba, una cepa variante resistente al fago de segunda
generacion se aislé y probd para una secuencia adicional dentro de la ubicacién CRISPR.

En estos experimentos, una coleccién de fagos (o muestras que contienen fago) se probé contra la cepa precursora
usando métodos microbioldgicos clasicos conocidos en el arte. Los fagos (o muestras) que son virulentos a la cepa
precursora se probaron a continuacion contra la cepa variante usando los mismos métodos. Un fago (o muestra) que
fue virulento a la cepa variante se seleccion6 como un segundo fago donador. En el caso de muestras que contienen
fago, un fago virulento se purificd para homogeneidad en la cepa variante usando métodos microbioldgicos clasicos
conocidos en el arte. En algunos experimentos, la secuencia del segundo fago donador se determind. En algunos
experimentos, el segundo fago donador luego se usdé como se describe arriba (Ver, Ejemplo 7) para provocar la
insercion de una segunda secuencia adicional en la ubicacién CRISPR de la cepa variante.

En algunos experimentos, WTph.2972+S4 (Ver, Ejemplo 8 y Tabla 7-1) se us6 como la cepa precursora y D858 se us6
como el fago donador. Durante la prueba de varios fagos, la cepa DGCC7710 se encontré que era sensible tanto al
fago D2972 como al fago D858. Ademas, D858 se encontré que era virulento contra la cepa variante WTph|2g72 * El
fago D858 por lo tanto se eligi6 como un segundo fago donador en algunos experimentos.

La cepa variante WTphiggn se expuso al segundo fago donador D858, como se describe en el Ejemplo 7. Una
cepa variante resistente al fago nombrada WTph|2972 ph|858 +S18 (Ver, Tabla 7-1) se obtuvo que es resistente a D858
(Ver Tabla 9-1). Esta cepa muestra una resistencia incrementada para D2972, como la eficiencia de la formacmn de
placa de D2972 en WTpnize72 +s4 phigs8 *S18 se redUJo por mas de 8 logs (comparado con 5 logs para WTph.2972 *: Ver
Tabla 9-1). EI ADN se extrajo de WTphi2o72 S4ph.858 '8 y su ubicacién CRISPR1 se analizo por PCR usando los
mismos métodos y los cebadores como se describen arriba. La secuenma del producto PCR se determin6 y comparo
con la de la ubicacién CRISPR de WTphize72 S4 . Comparado con WTph.2972 WTph|858 *S18 Gifiere por la adicion de una
secuencia espaciadora de 30 pb en el extremo 5 de su region CRISPR1 y por la duplicacién de la secuencia
repetida, como se muestra en la Figura 17. La comparacién de esta secuencia espaciadora adicional con la
secuencia del genoma D858 muestra que la segunda secuencia espaciadora adicional es 100% idéntica a la del
genoma D858 del nucledtido 30338 hasta el nucledtido 30367.

Otra cepa variante nombrada WTphigg72+S4phi4720+525 (Ver, Tabla 7-1) también se obtuvo usando este método en
trabajo experimental independiente. Esta cepa variante contiene una secuencia adicional incluyendo una secuencia
espaciadora que es 100% idéntica a una secuencia del genoma D858 del nucledtido 33886 hasta 33915. Muestra
una resistencia mcrementada para D2972, como la eficiencia de la formacion de placa de D2972 en
WT phize72 S phid724 25 ge redujo por mas de 7 logs (Ver, Tabla 9-1).

EJEMPLO 11

Génesis de una Cepa Variante Modificada con CRISPR Resistente a Mdltiples Fagos por Mdltiples Inserciones de
Secuencias Adicionales en la Ubicacién CRISPR

En este Ejemplo, el desarrollo de una cepa resistente a fagos multiples se describe a través de la adicion iterativa de
las secuencias de fago en la ubicacion CRISPR, como la adiciéon de 2 secuencias de fago en la ubicacion CRISPR
no es suficiente EPara conferir resistencia a todos los fagos para una cepa dada. Por ejemplo, la cepa
WTphizg72" 4ph.358 (descrita en el Ejemplo 10) se encontré que era sensible a otros multiples fagos. En el proceso
de desarrollar una cepa resistente a fagos multiples, la cepa precursora se someti® a un primer fago para
seleccionar una cepa variante, luego la cepa variante se sometié a un segundo fago para seleccionar una cepa
variante de segunda generacién que es resistente a ambos fagos. Luego, la Ultima cepa variante se sometid
iterativamente a los fagos a los cuales todavia fue sensible, hasta que una cepa variante final se obtuvo que fue
resistente a todos los fagos disponibles.

Usando métodos conocidos en el arte, un conjunto de 10 fagos de referencia se identificaron que son
representativos de la diversidad de fagos que son capaces de desarrollar una cepa DGCC7710, particularmente
fagos D858, D1126, D2766, D2972, D3288, D3821, D4083, D4752, D4753, y N1495. Como se describe en el
Ejemplo 7, DGCC7710 se expuso al fago D2972 para generar la cepa variante DGCC9705. DGCC9705 se encontro
para ser resistente al fago D2766 y D4752 ademas al fago D2972, pero todavia fue sensible a otros fagos como se
muestra en la Tabla 11-1. DGCC9705 se describe en la Tabla 11-1 y en la Figura 17. DGCC9705 presenta 1
secuencia adicional en CRISPR1 y 1 secuencia adicional en CRISPRS3. El analisis de la secuencia de la ubicacién
CRISPR1 y de la ubicacion CRISPR3 se hizo en consecuencia con los métodos descritos en el Ejemplo 7. La
secuencia de los productos PCR se determind y comparé con la de la ubicaciéon CRISPR1 y 3 de DGCC7710.
DGCC9705 presenta 1 espaciador adicional en su ubicacion CRISPR1 y un espaciador adicional en su ubicacion
CRISPR3. Las secuencias espaciadoras son idénticas a las secuencias del fago D2972. Usando los mismos
métodos, DGCC9705 luego se expuso al fago D3821 y la cepa variante DGCC9726 luego se aislé. Ademas de ser
resistente a D2972, DGCC9726 tiene resistencia a los fagos D858, D3821, D4083 y N1495 (Ver, Tabla 11-1).
DGCC9726 tiene 1 secuencia espaciadora adicional en su ubicacion CRISPR1 como se compara con DGCC9705
(Ver, Tabla 7-1 y Figura 17). La secuencia espaciadora adicional es idéntica a una secuencia del D2972. A través de
la exposicion de la cepa DGCC9726 al fago D3288, DGCC9733 se aisld. La cepa DGCC9733 es adicionalmente
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resistente al fago D3288 y D1126 (Ver, Tabla 11-1). DGCC9733 tiene 1 secuencia espaciadora adicional en su
ubicacién CRISPR1 en comparaciéon con DGCC9726 (Ver, Tabla 7-1 y Figura 17). Esta secuencia espaciadora tiene
alguna identidad (25/30 pares base de identidad) con una secuencia de fago de estreptococos 7201. Finalmente, por
una ultima exposicion iterativa al fago D4753, DGCC9836 se aislo que es resistente a todos los fagos (Ver, Tabla 11-
1). DGCC9836 tiene 2 secuencias espaciadoras adicionales en su ubicacion CRISPR1 y 2 secuencias espaciadoras
adicionales en su ubicacion CRISPR3 (Ver, Tabla 7-1 y Figura 17). Una secuencia espaciadora es idéntica a una
secuencia en el fago D2972 y las otras 3 secuencias espaciadoras son idénticas a las secuencias en el fago D858.

La Tabla 11-1 proporciona datos con respecto a la sensibilidad de fago de la cepa variante DGCC9836 modificada
con CRISPR y cepas variantes modificadas con CRISPR intermedias. En esta Tabla, “S” indica sensibilidad y “R”
indica resistencia.

Tabla 11-1. Sensibilidad de fago de la Cepa Variante DGCC9836 modificada con CRISPR y Cepas
Variantes Modificadas con CRISP Intermedias
Cepa Cepa Fago Fago
precursora |donador
N 8 a = 00 % & 2 2 @
2 |8 |S |8 | |8 |2 |8 |2 |%
a (=) [a] a () o = o a a
DGCC7710 | _ _ S S S S S S S S S S
DGCC9705 | DGCC7710 | D2972 R R R S S S S S S S
DGCC9726 | DGCC9705 | D3821 R R R R R R R S S S
DGCC9733 | DGCC7710 | D3288 R R R R R R R R R S
DGCC9836 | DGCC7710 | D4753 R R R R R R R R R R

EJEMPLO 12
Método Natural para Insertar Secuencias Adicionales Mdltiples en una Ubicacién CRISPR

En este Ejemplo, los métodos se describen para insertar secuencias adicionales multiples en la ubicacion CRISPR.
En estos métodos, en vez de usar los varios fagos iterativamente, la cepa precursora se expuso a una mezcla que
contiene fagos multiples. Una coleccién de fagos se probd contra cepas multiples usando métodos microbioldgicos
clasicos, con objeto de determinar su espectro hospedador. Los fagos que fueron virulentos a la cepa precursora
pero que tienen diferente espectro hospedador se seleccionaron. Los fagos seleccionados se mezclaron y usaron en
los métodos proporcionados arriba (Ver, Ejemplo 7) para provocar la insercion de secuencias adicionales en la
ubicacién CRISPR de la cepa variante.

En algunos experimentos, DGCC7710 se us6 como la cepa precursora y D858 y D2972 se usaron como los fagos
donadores. Durante la prueba de varios fagos, la cepa DGCC7710 se encontr6 para ser sensible tanto al fago D2972
como al fago D858. Sin embargo, D2972 y D858 presentan diferentes espectros hospedadors cuando se prueban en
la cepa DGCC7778, sugiriendo que los dos fagos fueron diferentes.

La cepa precursora DGCC7710 se expuso a una mezcla del fago D858 y D2972 como se describe en el Ejemplo 7.
Una cepa variante resistente al fago nombrada WTphisssphi2972+SQS1°S 1512 (Ver, Tabla 7-1) se obtuvo. Exhibe
resistencia para D858, como la eficiencia de la formacién de placa de D858 en WTphi858phi2972+5981°S11812 se redujo
por mas de 7 Iogs, asi como la resistencia para D2972, como la eficiencia de la formacién de Placa de D2972 en
WTphigsgphi2972+sg 10511812 g redujo por mas de 7 logs. EI ADN se extrajo de WTphi858phi2972+sgsmS 1812 y su ubicacion
CRISPR se analizé por PCR usando los mismos métodos y cebadores como se describen arriba. La secuencia de
los productos PCR se determind y comparé con la de la ubicacion CRISPR1 y de la ubicacién CRIPR3 de
DGCC7710. Comparado con DGCC7710, WTphigsgphi2972+sgs1°S11312 difiere por la adicion de 4 secuencias
espaciadoras de 30 pb en el extremo 5 de su region CRISPR1 y por la duplicacién de las secuencias repetidas,
como se muestra en la Figura 17. La comparacion de las secuencias espaciadoras adicionales con la secuencia del
genoma D2972 muestra que las secuencias espaciadoras adicionales son 100% idénticas a las del D2972 del
nucledtido 7874 hasta el nucledétido 7903, del nucledtido 20650 hasta el nucleétido 20621, del nucledtido 8360 hasta
el nucleétido 8389, y del nucledtido 18998 hasta el nucleétido 19027.

En experimentos adicionales, la cepa WTphisssphizg7g+S13S” (Ver, Tabla 7-1) también se obtuvo siguiendo estos
métodos. Muestra resistencia para D858, como la eficiencia de la formacion de placa de D858 en
WTphi858phi2972+S13S14 se redlijo por 7 logs, y resistencia para D2972, como la eficiencia de la formacion de placa de
D2972 en WTphigsgphi2972+S13 " se redujo por 8 logs. La comparacién de las secuencias espaciadoras adicionales con
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la secuencia del genoma D2972 muestra que las secuencias espaciadoras adicionales son 100% idénticas a la del
D2972 del nucledtido 33602 hasta el nucledtido 33631, y del nucledtido 4830 hasta el nucledtido 4801.

EJEMPLO 13
Fagos Combatientes en la Fermentacion Usando una Cepa Variante Modificada con CRISPR

En este Ejemplo se describen los métodos de fagos combatientes en la fermentacion por el uso de una cepa
variante en vez de una cepa precursora (esto es, tipo natural, receptora). De esta manera, este Ejemplo proporciona
aun otra descripcion de los beneficios proporcionados por las cepas variantes.

En algunos experimentos, la comparacion de la cepa DGCC7710 con la cepa WTphi2972+52° y la cepa WTphi2972+526827
en la fermentacion de leche en la presencia del fago D2972 se realiz6. DGCC7710 es una cepa industrial usada en
la fermentacién de la leche. La cepa WTphizg72+Szo se describe en la Tabla 7-1 y en el Ejemplo 8 y muestra en su
ubicacién CRISPR1 un espaciador adicional, como se compara con la cepa DGCC7710. La cepa WTphi2972+32°
muestra resistencia mejorada para D2972, como se compara con DGCC7710. WTphi2972+826827 es otra variante que
muestra alguna resistencia para D2972 (descrita en la Tabla 7-1) y muestra 2 espaciadores adicionales en su
ubicacion CRISPR1.

Las diversas fermentaciones se realizaron con cada cepa. Primero, medio en polvo de leche al 10% (p/v) se sembro
con 1% (v/v) de un pre-cultivo de la cepa probada y con 10* pfu/ml del fago D2972. El cultivo se incubd a 42°C
durante 6 h. Después de la primera fermentacién, una segunda fermentacion se establecié. Las mismas condiciones
de fermentacién exactas se usaron excepto que 0.1% de volumen del fermentado de la fermentacion precedente se
agrego (antes de la adicion, el fermentado se filtré usando un filtro de 0.45 pm). Luego, las fermentaciones sucesivas
se realizaron con las mismas condiciones experimentales que aquellas usadas para la segunda fermentacion. Todas
las fermentaciones se registraron por impedimetria. Al final de cada una de las fermentaciones, la coagulacion de la
leche se probd y la titulacidon de fagos se realizé6 usando métodos conocidos en el arte.

En el caso de la fermentacion de leche en la ausencia de fago, la variacion de la impedancia con DGCC7710 fue
arriba de 2500 pS dentro de 6 horas. En la presencia de D2972, (DGCC7710 es muy sensible a los fagos), los fagos
D2972 alcanzan un nivel alto de poblacién durante el primer cultivo y la fermentacion falla para coagular la leche. La
variacion de la impedancia en 6 horas fue siempre menos de 500 pS. Al contrario, la fermentacién de leche con
WTphizgn*SZO en la presencia de D2972 permitié la coagulacion de la leche al menos hasta el 3er sub-cultivo y la
evolucion lenta del nivel de fago se notd. La variacion de impedancia incrementa hasta mas de 2500 yS también
hasta el 3er sub-cultivo. Esto demuestra que la cepa variante WTphi2972+32° es mas apropiada que la cepa precursora
DGCC7710 é)ara la acidificacion de leche en la presencia de fagos. Ademas, la fermentacidon de leche con
WTphi2972+526 2" en la presencia de D2972 permitid la coagulacion de la leche hasta el ultimo sub-cultivo sin
desarrollar el fago. Ademas, la variacion de impedancia incrementd hasta mas de 2500 yS también hasta el ultimo
sub-cultivo. Esto demuestra que la cepa variante WTphi2972+826827 es mas apropiada que la cepa precursora
DGCC7710 y aun mas apropiada que WTphi2972+82° para la acidificacion de leche en la presencia de fagos. Los
experimentos se duplicaron; los resultados se presentan en la Tabla 13-1.
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Tabla 13-1. Comparacion de la Fermentacién de Leche con DGCC7710 o con Cepas Variantes en la
presencia del fago D2972
Cepa Subcultivos Coagulacion de Nivel de fago en la Variacion de impedancia
leche dentro de fermentacion de la dentro de 6h (en pS)
6 h cepa
DGCC7710 Control Si No 3246
DGCC7710 1 No Alto 319
Primera prueba 2 No Alto 23
DGCC7710 1 No Alto 287
Segunda prueba 2 No Alto 16
WTpnizens o 1 Si No 3281
Primera prueba 2 Si Bajo 3148
3 Si Bajo 3251
4 Si Alto 3101
WTphingrs 0 1 Si Bajo 3371
Segunda prueba 2 Si Medio 3265
3 Si Alto 2780
4 No Alto 223
WTphizgn“‘m“ 1 Si No 3322
Primera prueba 2 Si No 3208
3 Si No 3467
4 Si No 3182
WTniors 00 1 Si No 3260
Segunda prueba 2 Si No 3021
3 Si No 3377
4 Si No 3246

En un segundo conjunto de experimentos, la comparacion de la cepa DGCC7710 con la cepa WTphi2972+32° y la cepa
WTohizor2 - 20°%" en la fermentacion de leche en la presencia del fago D2972 se reprodujo. Ademas, la cepa
DGCC9836 se estudié. La cepa DGCC9836 es una cepa variante aun mas evolucionada de DGCC7710 que es el
resultado del enfrentamiento del fago multiple. Esta cepa presenta 5 espaciadores adicionales en su ubicacion
CRISPR1 y 3 espaciadores adicionales en su ubicaciéon CRISPR3 (Ver, Ejemplo 11 y Figura 17). DGCC9836 es
resistente a todos los fagos probados.

Los experimentos se condujeron como se describen arriba. Los resultados se muestran en la Tabla 13-2. En cuanto
al primer conjunto de experimentos, la fermentacion de leche con WTphigg72+32° en la presencia de D2972 permiti6 la
coagulaciéon de la leche hasta el 5° sub-cultivo y la evolucion lenta del nivel de fago se midié. La variacion de
impedancia incrementd hasta mas de 2500 pyS durante los 5 primeros sub-cultivos, demostrando que la acidificacion
de la leche no es afectada por los fagos. En el 6° sub-cultivo, el nivel de fago incrementd significativamente y la
fermentacion de leche se dafdé. Para las otras 2 cepas variantes, la fermentacién de leche no se afecté a lo largo de
los 6 sub-cultivos, los fagos jamas se desarrollaron y la variacién registrada de impedancia siempre fue superior a
2500 pS.

Estos experimentos demuestran que las cepas que contienen al menos una secuencia espaciadora adicional en su

ubicacion CRISPR1 permiten la fermentacion de leche aun en la presencia de fagos. La fermentacion de leche es
aun mas segura cuando las cepas tienen mas de una secuencia espaciadora adicional en su ubicacion CRISPR.
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Tabla 13-2. Comparacién de la Fermentacion de Leche con Cepas Variantes de DGCC7710 en la
presencia del fago D2972
Cepa Subcultivos Coagulacion Nivel de fago en la | Variacion de impedancia
de leche dentro fermentacion de la dentro de 6h (en pS)
de6h cepa

WTohizerz - 1 Si No 3171

2 Si No 2991

3 Si Bajo 2871

4 Si Medio 2934

5 Si Medio 2906

6 No Alto 661
WTphi2912+523527 1 Si NO 2970

2 Si No 2945

3 Si No 2617

4 Si No 2721

5 Si No 2660

6 Si No 2605
DGCC9836 1 Si No 3028

2 Si No 3115

3 Si No 2708

4 Si No 2817

5 Si No 2845

6 Si No 2813

EJEMPLO 14

Fagos Combatientes en la Fermentacion Usando una Combinacién de Cepas Variantes Modificadas con CRISPR

En este Ejemplo, se describen métodos para fagos combatientes en la fermentacion a través del uso de una
combinacién de cepas variantes en lugar de usar una cepa sencilla. De esta manera, este Ejemplo ilustra el uso
simultaneo de mas de una cepa variante (esto es, una combinaciéon de cepas variantes). Ciertamente, las mezclas
de cepas que muestran las mismas funcionales, aun patrones de sensibilidad de fago diferentes encuentran uso en
tales aplicaciones. Por ejemplo, 2 6 3 0 aun mas cepas variantes como se describen en la presente encuentran uso
en tales aplicaciones. Usando una combinacion de cepas variantes con secuencias espaciadoras agregadas
diferentes en su ubicacion CRISPR permite la fermentacion para resistir mas facilmente cualquiera de los fagos
mutantes emergentes.

En algunos experimentos, las comg)araciones se hacen entre la cepa WTphi2972+321 sola y una combinaciéon de 3
cepas (particularmente WTphi2972+S 0 WTphizgng'Sz1 y WTphi297z+522) usadas en la fermentacion de leche en la
presencia del fago D2972. Las cepas WTpnizora 20, WTpnizozz -y WTphizer2 > se describen en la Tabla 7-1y en el
Ejemplo 8. Existen cepas variantes independientes de DGCC7710. Cada cepa variante muestra en su ubicacion
CRISPR1 una secuencia espaciadora adicional distinta (la cual es originada del fago D2972) como se compara con
la cepa DGCC7710.

Varias fermentaciones se realizaron ya sea con la cepa WTphi2972+321 sola o en la combinacién de tres cepas.
Primero, medio en polvo de leche al 10% (p/v) se sembré con 1% (v/v) de un pre-cultivo de la cepa sola o la
combinacién de cepas y con 10* pfu/ml del fago D2972. El cultivo se incubd a 42°C durante 6 h. Después de la
primera fermentacién, una segunda fermentacion se establecié. Las mismas condiciones de fermentacion se usaron
excepto que el volumen al 0.1% del fermentado de la fermentacién precedente se agregd (antes de la adicion, el
fermentado se filtr6 usando un filtro 0.45 uym). Luego las fermentaciones sucesivas se realizaron usando las mismas
condiciones experimentales como aquellas usadas para la segunda fermentacion. Todas las fermentaciones se
registraron por impedimetria. Al final de cada una de las fermentaciones la coagulacion de la leche se probd y la
titulacion de fagos se realizé usando métodos conocidos en el arte. Los experimentos se duplicaron; los resultados
se proporcionan en la Tabla 14-1.
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Tabla 14-1. Comparacion de la Fermentacion de Leche con WTphi2972+SZl o con una Combinacién
de Tres Cepas en la Presencia del Fago D2972
Cepa Subcultivos Coagulacion Nivel de fago en la | Variacion de impedancia
de leche dentro fermentacion de la dentro de 6h (en pS)
de6h cepa

DGCC7710 Control No Alto 46
WTphi29?2+52] 1 Si Bajo 3367
Primera prueba 2 Si Alto 3312
3 No Alto 555

4 No Alto 33

5 No Alto 25
WTp}:iw?;m 1 Si Bajo 3450
Segunda prueba 2 Si Alto 3293
3 No Alto 1071

4 No Alto 29

5 No Alto 26
WTphizer2 - ] Si Muy bajo 3242
WTohizer2 ! Si Bajo 3233
prhi29?2+522 3 Si Alto 3319
) 4 Si Alto 3169
Primera prueba 5 Si Alto 3261
WTohion 0 1 Si Muy bajo 3384
WTpuhizea'.f;S2 2 Si Bajo 3178
+522 3 Si Alto 3206
Wiz 4 Si Alto 3295
Segunda prueba 3 Si Alto 3209

La fermentacion de leche se hace con WTphi2972+821 en la presencia de fagos fallidos en el tercer subcultivo en ambas
pruebas. Esto se mostré por una ausencia de coagulacion de la leche y por una variacion altamente reducida de
impedancia después de 6 horas de fermentacion. Por el contrario, a pesar de algun desarrollo del fago D2972, las
fermentaciones se condujeron exitosamente hasta el quinto subcultivo cuando la mezcla de las tres cepas se usé. La
coagulaciéon de la leche se registr6 en todos los cultivos y la variacion de impedancia dentro de 6 horas de
incubacién jamas fue menor de 3000 pS.

Estos experimentos demuestran que el uso de la combinacién de cepas variantes que tienen al menos una
secuencia espaciadora distinta adicional en su ubicacion CRISPR1 permite la fermentacion de leche en la presencia
de fagos, como se compara con el uso de la cepa variante sencilla.

EJEMPLO 15
Fagos Combatientes en la Fermentacion Usando una Rotacion de Cepas Variantes Modificadas con CRISPR

En experimentos adicionales, las cepas variantes se usaron en rotacion. En algunos experimentos, las cepas tienen
las mismas funcionalidades, pero diferentes patrones de sensibilidad de fago. De esta manera, en este Ejemplo, se
describen experimentos que se conducen en el uso iterativo/posterior de diversas cepas diferentes (esto es, cepas
variantes modificadas con CRISPR) secuencialmente en un esquema de rotacion.

En algunos experlmentos las comparaciones se hicieron entre la cepa WTph|2972 ! sola y las cepas WTphize72 +s20,
WTph|2972 y WT phize72 +s22 usadas sucesivamente (en rotacion) en la fermentamon de leche enla presenma del fago
D2972. La primera fermentacion de leche se condu go con la cepa WTpnize72 +520 . Luego, la cepa WTpnize72 522 se uso
para la segunda fermentacion, y la cepa WTpnipo72™-' se uso para la tercera fermentamon La cuarta fermentacion
luego se hizo nuevamente usando la cepa WTphizo72 520, segwda por | una fermentacmn con la cepa WTphize72 822
luego la cepa WTph.2972+521, y etc. Las cepas WTph|2972 WTph|2g72 y WT phize72 *522 se describen arriba en la
Tabla 7-1. Existen cepas variantes independientes de la cepa DGCC7710. Cada cepa variante muestra una
secuencia espaciadora adicional distinta en su ubicacién CRISPR1, como se compara con la cepa DGCC7710, que
es originada del fago D2972.
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Varias fermentaciones se realizaron usando los mismos métodos experimentales como los que se describen en el
Ejemplo 14. Los experimentos se h|C|eron en ftriplicado; los resultados se muestran en la Tabla 15-1. Varias
fermentaciones inoculadas con WT phi2g72 *520 solo fueron exitosas hasta el 3er subcultivo, como se muestra por los
valores de variacion de impedancia superiores a 3000 uS y por la coagulacién de leche. Los siguientes subcultivos
fallaron para coagular la leche y los valores de fago altos se registraron. En contraste varlas fermentamones hechas
al inocular la leche en rotacion con 3 cepas variantes diferentes (WTph|2972 WTph.zgn y WT phizo72 +s22 ) fueron
exitosas hasta el décimo subcultivo. Bajo estas condiciones experimentales los fagos fallan para propagar vy
permanecer en niveles bajos. Los resultados indican que usando una rotacion de cepas variantes proporciona
resistencia al fago mejorada durante la fermentacion, como se compara con el uso de una cepa variante sencilla.

Tabla 15-1. Fermentacién de Leche Sucesiva con Rotacion de Cepas en la Presencia del Fago
D2972
Prueba | Fermentacién Coagulacion Nivel de fago en | Variacion de
delechedentro | la fermentacion | impedancia
de6h delacepa dentro de 6h (en
HS)
Control | 12 fermentacion WTnpozz - Si No 3464
22 fermentacion WT ooz -~ Si Bajo 3203
3 fermentacion WTpipor,” 520 Si Medio 3300
42 fermentacion WT ooz -~ No Alto 235
5° fermentacion WT goozz - No Alto 249
Primera | 12 fermentacion WTgnpero - Si No 3134
prueba | 22 fermentacion WTnporz >~ Si No 3253
32 fermentacion WTnpero - Si No 3076
42 fermentacion WTgnpero - Si No 3103
5° fermentacion WTgnpero - Si No 2930
6° fermentacion WTnpero - Si Bajo 3127
72 fermentacion WTynizero . Si No 3160
8? fermentacion WT 072 522 Si Bajo 2969
9 fermentacion WTnpero - Si Bajo 2967
10? fermentacion WTDh.2972+32° Si Bajo 3051
Segunda | 12 fermentacion WTnporz - Si No 3168
prueba | 22 fermentacion WTnporz >~ Si No 3063
32 fermentacion WTnpero - Si No 2992
42 fermentacion WTgnzero - Si No 3186
5° fermentacion WTgnpero - Si Bajo 3070
6° fermentacion WTynpero - Si Bajo 2932
72 fermentacion WTynizero . Si Bajo 3181
82 fermentacion WTpnpero - Si Bajo 2920
9? fermentacion WT po72 521 Si Bajo 2863
10? fermentacion WTgnpero - Si Bajo 2995
Tercera 12 fermentacion WTph.2972 520 Si No 3308
prueba | 22 fermentacién WTDh.2972 S22 Si No 3290
3? fermentacion WTgnpero - Si No 3023
42 fermentacion W izor 520 Si No 3039
52 fermentacion WTDh.2972 S22 Si Bajo 2994
6° fermentacion WTgnpero - Si Bajo 2945
72 fermentacion W izor 520 Si Bajo 3184
82 fermentacion WTDh.2972 S22 Si Bajo 3048
9? fermentacion WTnpero - Si Bajo 3063
10? fermentacion WTgnpero - Si No 3016
EJEMPLO 16

Reduccién y Control de la Poblaciéon de Fago Usando Cepas Variantes Modificadas con CRISPR

En este Ejemplo, se describen experimentos que se conducen para determinar la capacidad de una cepa modificada
con CRISPR para destruir fagos que se han hecho resistentes. En particular, los experimentos se disefiaron para
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determinar si una poblacion de fago se disminuira a un nivel indetectable durante la fermentaciéon de una cepa
modificada con CRISPR.

En algunos experimentos, DGCC9836 (descrita en el Ejemplo 11 y en la Figura 17) se us6 para realizar la
fermentacion de leche en la presencia del fago D2972, en comparacion con las fermentaciones hechas con su cepa
precursora DGCC7710 en la presencia de D2972. El medio en polvo de leche al diez por ciento (p/v) se sembro6 con
alrededor de 10° cfu/ml de un pre-cultivo de la cepa probada y con 10’ pfu/ml del fago D2972. El cultivo se incubd a
42°C durante 24 h. En varios puntos de tiempo, una alicuota se tomo y la poblacién de fago se midié usando placa
de agar de doble capa sembrada con DGCC7710 usando métodos estandar conocidos en el arte. Los resultados se
presentan en la Figura 20. En la fermentacion de leche por DGCC7710, el fago D2972 se desarrollé hasta alcanzar
una poblacién de mas de 108 pfu/ml. En contraste, durante la fermentacion con DGCC9836, la poblaciéon de fago
D2972 gradualmente disminuy6 a un nivel muy bajo (120 pfu/ml) después de 6 horas de incubacion, y fue casi
indetectable después de 24 horas de incubacion. Este ultimo resultado sugiere que los fagos se destruyeron durante
el proceso de fermentacion con la cepa variante DGCC9836.

La propiedad de una cepa variante para destruir fagos, asi como la de no ser sensible a los fagos representa un
beneficio adicional, como se compara con el programa de rotacion de cultivo iniciador tradicional para el cual las
cepas no son sensibles, pero son inofensivas a los fagos. Ciertamente, al usar cepas variantes, la erradicacion de
los fagos inactivos ocurrira a través de la combinacion del lavado de los fagos (en cuanto a la rotacién usando cultivo
iniciador tradicional) y destruccion de los fagos.

En otros experimentos, las cepas variantes que presentan alguna, pero incompleta, resistencia al fago D2972 se
asociaron en la fermentacién de leche en la presencia de D2972. Las cepas variantes seleccionadas incluidas
WTphi2972+820 y WTphi2972+821, como se describen en el Ejemplo 8 y en la Tabla 7-1. Estas cepas muestran
reducciones EOP para el fago D2972 de alrededor de 5 Iobgs. Las fermentaciones de leche se realizaron como se
describen arriba (velocidad de inoculacion bacteriana de 10° cfu/ml; velocidad de inoculacion de fago de 107 pfu/ml).
Las fermentaciones de leche se hicieron ya sea con WTphi2972+520 o con WTphizgsz'Sz1 0 una mezcla de las dos cepas.
En varios puntos de tiempo, la poblacion de fagos se registrdé. Para este propdsito, una alicuota se tomé y la
poblacion de fago se midi6 usando placa de agar de doble capa sembrada ya sea con WTphi2972+52° o0 con
WTphi2972+521, usando métodos estandar conocidos en el arte. Los resultados se presentan en la Figura 21, que
indican la suma de los fagos detectados en WTphi2972+820 yen WTphi2972+821 para cada una de las fermentaciones de
leche. Cuando una cepa sencilla se us6 para la fermentacién (WTphi2972+2° o] WTphi2972+821), el numero de fagos
detectados en el tiempo de inoculacion fue alrededor de 100 gfu/ml ;debido a los 5 logs de la reduccion EOP).
Durante el cultivo, este numero de fagos se elevé hasta 10° 6 10° (respectivamente), correspondiente a una
multiplicacion de los fagos por 4 hasta 5 logs. El factor de multiplicacion de los fagos fue mucho mas bajo (2 logs)
para la fermentacion de leche inoculada con las 2 cepas. Ciertamente, el nimero de fagos se elevd desde 100
pfu/ml hasta un maximo de alrededor de 10* pfu/ml. Estos resultados conclusivamente mostraron que durante un co-
cultivo de 2 cepas variantes la velocidad de propagacion de los fagos se redujo significativamente comparada con la
velocidad de propagacion de los fagos en un cultivo hecho con cepas variantes sencillas.

EJEMPLO 17
Insercion de Espaciadores

En este Ejemplo, se describen métodos y composiciones usadas para insertar dos espaciadores en S. thermophilus
DGC7710. La cepa DGCC7710 S. thermophilus (depositada en la “Coleccion Nacional de los Cultivos de
Microorganismos” francesa con el nimero CNCM [-2423) posee al menos 3 ubicaciones CRISPR: CRISPR1,
CRISPR2, y CRISPRS3. En las cepas CNRZ1066 y LMG18311, para las cuales la secuencia del genoma completo se
conoce (Ver, Bolotin et al., [2004], supra), la CRISPR1 se localiza en la misma ubicaciéon cromosomal: entre str0660
(o stu0660) y str0661 (o stu0661) (Ver, Figura 18). En la cepa DGCC7710, la CRISPR1 también se localiza en la
misma ubicacion cromosomal, entre genes altamente similares. La CRISPR1 de la cepa DGCC7710 contiene 33
repeticiones (incluyendo la repeticion terminal), y de esta manera 32 espaciadores (Ver, Figura 19). Todos estos
espaciadores son diferentes uno del otro. La mayoria de estos espaciadores no se han descrito previamente para
estar dentro de la ubicacion CRISPR, pero cuatro espaciadores cercanos a la pista CRISPR1 son idénticos a los
espaciadores CRISPR1 conocidos. Por ejemplo, el 28° espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 31°
espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ1575 (Numero de acceso al Genbank DQ072991); el 30° espaciador de
DGCC7710 es 100% idéntico al 27° espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ703 (Numero de acceso al Genbank
DQ072990); el 31° espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 28° espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ703
(Numero de acceso al Genbank DQ072990); y el 32° espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 30° espaciador
CRISPR1 de la cepa CNRZ703 (Numero de acceso al Genbank DQ072990). La secuencia CRISPR1 (5-3’) de la
cepa DGCC7710 se muestra en SEQ ID NO:678, a continuacion:
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caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtgtttgacagcaaatcaagattcgaattgt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaatgacgaggagctattggcacaacttaca
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcgatttgacaatctgctgaccactgttate
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACacacttggcaggcttattactcaacagcga
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACctgttccttgttcttttgttgtatctttte
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAARGTAACTGTACAACttcattcttcecgtttttgtttgecgaatceccet
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgctggcgaggaaacgaacaaggcctcaaca
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcatagagtggaaaactagaaacagattcaa
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACataatgccgttgaattacacggcaaggtca
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgagcgagctcgaaataatcttaattacaag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgttcgctagecgtcatgtggtaacgtattta
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACggcgtcccaatcctgattaatacttactceg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaacacagcaagacaagaggatgatgctatg
GTTTTTGTACTCTCAARGATTTAAGTAACTGTACAACcgacacaagaacgtatgcaagagttcaag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACacaattcttcatccggtaactgctcaagtg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaattaagggcatagaaagggagacaacatg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcgatatttaaaatcattttcataacttcat
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgcagtatcagcaagcaagetgttagttact
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACataaactatgaaattttataatttttaaga
GTTTTTGTACTCTCAARGATTTAAGTAACTGTACAACaataatttatggtatagcttaatatcattg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtgcatcgagcacgttcgagtttaccgtttce
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtctatatcgaggtcaactaacaattatget
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACARCaatcgttcaaattctgttttaggtacattt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaatcaatacgacaagagttaaaatggtctt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgcttagctgtccaatccacgaacgtggatg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcaaccaacggtaacagctactttttacagt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACataactgaaggataggagcttgtaaagtcect
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtaatgctacatctcaaaggatgatcccaga
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaagtagttgatgacctctacaatggtttat
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACacctagaagcatttgagegtatattgattg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaattttgcececttetttgececttgactag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTARGTAACTGTACAACaccattagcaatcatttgtgeecattgagt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGT
Ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt (SEQ ID NO:678)

D858, el fago usado en estos experimentos es un bacteriéfago que pertenece a la familia de virus Siphoviridae. Su
secuencia de genoma se ha determinado completamente, aparentemente permanece para publicarse. Este fago es
virulento para la cepa DGCC7710 S. thermophilus. La cepa DGCC7778 S. thermophilus se aislé como un mutante
resistente al fago natural usando DGCC7710 como la cepa precursora, y el fago D858 como el fago virulento. La
CRISPR1 de la cepa DGCC7778 contiene 35 repeticiones (incluyendo la repeticion terminal), y de esta manera 34
espaciadores. Cuando se compara con la secuencia CRISPR1 de DGCC7710, la secuencia CRISPR1 de
DGCC7778 posee dos espaciadores adicionales, adyacentes, nuevos (y por supuesto dos repeticiones adicionales
que flanquean los nuevos espaciadores) en un extremo de la ubicacion CRISPR (esto es, cercano al lider). Todos
los otros espaciadores de la ubicacion CRISPR1 no se cambian. La secuencia CRISPR1 (5-3’) de la cepa

DGCC7778 se muestra en la SEQ ID NO:679, a continuacion:
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caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcaacacattcaacagattaatgaagaatac
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtccactcacgtacaaatagtgagtgtactc
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtgtttgacagcaaatcaagattcgaattgt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAARCaatgacgaggagctattggcacaacttaca
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcgatttgacaatctgctgaccactgttatc
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACacacttggcaggcttattactcaacagcga
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACctgttccttgttettttgttgtatcttttce
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACttcattecttececgtttttgtttgegaatcect
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgCctggcgaggaaacgaacaaggcctcaaca
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACCcatagagtggaaaactagaaacagattcaa
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACataatgccgttgaattacacggcaaggtca
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgagcgagctcgaaataatcttaattacaag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgttcgctagecgtcatgtggtaacgtattta
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACggcgtcccaatcctgattaatacttactceg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaacacagcaagacaagaggatgatgctatg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACCcgacacaagaacgtatgcaagagttcaag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACacaattcttcateccggtaactgectcaagtyg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaattaagggcatagaaagggagacaacatg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACCcgatatttaaaatcattttcataacttcat
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgcagtatcagcaagcaagctgttagttact
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACataaactatgaaattttataatttttaaga
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaataatttatggtatagcttaatatcattg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtgcatcgagcacgttcgagtttaccgtttce
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtctatatcgaggtcaactaacaattatgcet
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaatcgttcaaattctgttttaggtacattt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaatcaatacgacaagagttaaaatggtcett
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgcttagectgtccaatccacgaacgtggatg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcaaccaacggtaacagctactttttacagt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACataactgaaggataggagcttgtaaagtct
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtaatgctacatctcaaaggatgatcccaga
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaagtagttgatgacctctacaatggtttat
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACacctagaagcatttgagecgtatattgattg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaattttgccecttcetttgeccecttgactag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACaccattagcaatcatttgtgecccattgagt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGT
Ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggettt (SEQ ID NO:679)

En el caso de DGCC7778, el primer espaciador (5-caacacattcaacagattaatgaagaatac-3’; SEQ ID NO:680) y el
segundo espaciador (5'-tccactcacgtacaaatagtgagtgtactc-3’; SEQ ID NO:681) constituye la marca especifica de la
cepa que identifica esta cepa etiquetada. Se determiné que la secuencia de ambos espaciadores nuevos existe
dentro del genoma de fago D858. La secuencia del segundo espaciador nuevo se encuentra entre las posiciones
25471 y 25442 pb (esto es, en la hebra menos) del genoma D858, como una incompatibilidad (96.7% de nucleétidos
idénticos sobre 30 nucledtidos):

Espaciador 2 1 tccactcacgtacaaatagtgagtgtactc 30 (SEQ ID NO:681)

FEPEEEEEEEEEE TR Terrn

D858 25471 tccactcacgtacaaatagtgagcgtacte 25442 (SEQ ID NO:686)

La secuencia del primer espaciador se encuentra entre las posiciones 31481 y 31410 pb (esto es, en la hebra mas)
del genoma D858 (100% de nucledtidos idénticos sobre 30 nucleétidos):

Espaciador 1 1 caacacattcaacagattaatgaagaatac 30 (SEQ ID NOQO:3)

RN RNARN RN RN

D858 31481 caacacattcaacagattaatgaagaatac 31410 (SEQ ID NO:687)
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Aunque no se pretende que la presente invencion se limite por ningin mecanismo ni teoria particular, se contempla
que dos nuevos espaciadores presentes en la ubicaciéon CRISPR1 de DGCC7778 fueron necesarios para conferir a
la cepa DGCC7778 una nueva resistencia para fago D858). El espaciador “2” (como se encuentra en DGCC7778) se
insertd primero en la ubicaciéon CRISPR1 de DGCC7710 (33 repeticiones y 32 espaciadores), en un extremo de esta
ubicacion CRISPR, junto con una repeticion. Esta insercion dio elevacion a un mutante insensible del bacteriéfago
(cepa intermedia), marcada por este nuevo espaciador adicional (de esta manera portando 34 repeticiones y 33
espaciadores). Este espaciador se derivd del genoma D858, pero un error de replicacion o error de transcripcion
inverso probablemente ocurrié durante el proceso de insercién, llevando a una mutacién de punto. Debido a que la
alineacion imperfecta (esto es, la incompatibilidad 1) entre este espaciador nuevamente adquirido y la secuencia de
fago etiquetada, la eficiencia de la resistencia de esta cepa intermedia al fago D858 fue baja. Un segundo evento de
la insercidon del espaciador ocurrié en esta cepa intermedia (mas resistente al fago D858 que la cepa precursora
DGCC7710, pero no resistente “completamente” debido a la incompatibilidad), llevando a la inserciéon de un segundo
espaciador nuevo (esto es, espaciador “1” como se encuentra en DGCC7778) en el mismo extremo de la ubicacion
CRISPR1, junto con una repeticion. Esta segunda insercidon dio la elevacion a un nuevo mutante insensible al
bacteriéfago, que se aislé y nombré DGCC7778. DGCC7778 es mas resistente a D858 que la cepa intermedia, y por
supuesto mucho mas resistente que la cepa precursora DGCC7710, debido a la presencia del espaciador “1”, que es
100% idéntico a la secuencia de fago etiquetada.

EJEMPLO 18
Método para Etiquetar DGCC7710 y Seleccion de la Cepa DGCC7778 Etiquetada

En este Ejemplo, se describen métodos usados para etiquetar DGCC7710 y la seleccion de la cepa DGCC7778
etiquetada. La cepa DGCC7710 se infectd/estimuld por el fago D858 al inocular la leche pasteurizada con la cepa
DGCC7710 en alrededor de 2.10° cfu/ml y con el fago D858 en alrededor de 1.10° pfu/ml. La leche inoculada se
cultivd durante 12 horas a 35°C. Después de la incubacién, las bacterias viables (esto es, aquellas que son
probables que sean mutantes insensibles al bacteriéfago) se aislaron en medio no selectivo (placas de agar de
leche) a 35°C, usando una dilucion apropiada del cultivo infectado. Un aislado, nombrado DGCC7778, se propagd
en medio liquido de M17-glucosa a 35°C y su ADN se extrajo usando un protocolo de extraccion de ADN clasico,
como se conoce en el arte.

El extracto de ADN se amplificd usando PCR como se conoce en el arte (Ver por ejemplo, Bolotin et al. [2005],
supra) usando la combinacion de wun cebador delantero (ya sea yc70 y/o SPIDR-arriba [5'-
gTCTTTAgAAACTgTgACACC]; SEQ ID NO:674) y de un cebador inverso (ya sea yc31 y/o SPIDR-abajo [5-
TAAACAgAgCCTCCCTATCC]; SEQ ID NO:675). La secuencia de los productos PCR se determind y comparé con
la de la ubicacién CRISPR de DGCC7710.

EJEMPLO 19
Produccion de una Segunda Cepa Etiquetada

En este Ejemplo, se describen métodos usados para producir una segunda cepa etiquetada. La cepa DGCC7710-
RH1 S. thermophilus se aisl6 como un mutante resistente al fago natural usando DGCC7710 como la cepa
precursora y el fago D858 como el fago virulento.

La CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1 contiene 34 repeticiones (incluyendo la repeticion terminal), y de esta
manera 33 espaciadores. Cuando se compara con la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710 S. thermophilus, la
secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1 S. thermophilus posee un nuevo espaciador adicional (esto es,
secuencia de etiquetado) (y por supuesto una repeticion adicional que flanquea el nuevo espaciador) en un extremo
de la ubicacién CRISPR (esto es, cerca del lider, en el extremo 5 de la ubicacion CRISPR). Todos los otros
espaciadores de la ubicacion CRISPR1 no se cambiaron. La secuencia CRISPR1 (5’-3’) de la cepa DGCC7710-RH1
es:
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caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtcaacaattgcaacatcttataacccactt
v uicivtaysyie.venypwuyvtleywvutaaylevliat gt t tgacagcaaatcaagattcgaattgt
cEuwuuTcsvNauisuyenveryupyvteamrianavienvies atgacgaggagctattggcacaacttaca
ey uRiey:sfayervteryuv.vXegy.vayegvtanmNecgat t tgacaatctgctgaccactgttatce
ciwuswvesvessesernveVumv.vtesyvlsisepyevleacact tggcaggct tattactcaacagcga
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACsjdsiddeleidds it doil Al ofeful of- ot lo] ol o oo
cyuusvielveulsiNe Ve yupv:vleyp.vitegyeypennNat tcat tctteccgtttttgtttgecgaatcect
chuuyuveivisNaNen:enuun v Xeav.vtsieyvevNeg c t ggcgaggaaacgaacaaggcctcaaca
ywyuicivsuNsiNeveyuwpvileypviayeyyenulscatagagtggaaaactagaaacagattcaa
chwwnuichyNealasNe Ve .Y upy:vlesv.vaiesvtoulea taatgccgt tgaat tacacggcaaggtca
chuusncavsieaiu.viaoNvugyvtevilaiayimviegagcgagctcgaaataatcttaattacaag
chwwpwielvNauNaiye: Ve Y ugvv:lepv.vlaeyplanveg t tcgctagcgtcatgtggtaacgtattta
chuuuurchvXeuNeuyerverVumvveyvvlsievianvlaggcgt cccaatcctgattaatacttactecg
chbw ey v-Xekvehve):V-Xer Y uwy: VXehy.VXehiyeavNo¥Ne o a cacagcaagacaagaggatgatgectatg
yywwicsvaujsyev e yunmp vy vtatesptarlecgacacaagaacgtatgcaagagttcaag
ciynpviey:-(euNsuNenv.te Yy viegvivitagieswtanrtaa caat tcttcatcecggtaactgetcaagtyg
ehuuveyvXehei el VXTI Nuw i VXeay ¥ XNy ¥Neaa t taagggcatagaaagggagacaacatg
chywuuiesvNaysiieveryumvrtciyulsyeyyenyleacgatat t taaaatcattttcataacttcat
cuwuNielv {sisuse Ve .yunvitepv.vlayyeywlanvlegcagtatcagcaagcaagctgt tagttact
cjuwuwieiviaisisanvtenyuuvvicjyvnaicvieea taaactatgaaattttataatttttaaga
wuuieaylssisiiervtenyywv.rtesyulaevileeelaaataatt tatggtatagecttaatatcattg

chwnuuvehvtepieuyerverVuwv.vlegvlaiyeyvienvlaaa tcgt tcaaattctgttttaggtacattet
yyusicivisiaye e yyuveeinrisiyeswievieaa tcaatacgacaagagt taaaatggtctt
chypwwiehv-Xehveuier.V.Ne) Nwwv.V-Xeyv.VXauvehvlor.VNegct tagctgt ccaat ccacgaacgtggatg
chumpwichv-{eulaiser:VNer.Vuny:v:lcav.vauycuv\etecaaccaacggtaacagctactttttacagt
chywuniciv: ey fsuyerv:lelyuuy:-vepy:vtayeaplevNea taactgaaggataggagct tgtaaagtct
ehdbwwichv-\oyieuier.V.Xe):-Vwwv.VXehy.VXesvehvlol.¥Net aatgctacatctcaaaggatgatcccaga
cyunwuicivsalsiNer Ve N vvleyvyvtiaylaulsa agtagttgatgacctctacaatggtttat
chwsuwiehveyveyierv:\e yuwv.vtegv.vtehyeyyanvlaa cctagaagcatttgagecgtatattgattg
auwuuicivisisaueryyuv:vicsvvisgeyytlentNeaat t ttgececcttctttgececttgactag
huwupieiy:tsyiayyerv:te Y uuy:vleyv:visiyeyyanuleaccat tagcaatcatttgtgecccattgagt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGT
Ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggettt (SEQ ID NO:682)

La secuencia lider es 5 caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatitgag 3' (SEQ ID NO:688). La
secuencia integrada (GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtcaacaattgcaacatcttataacccactt; SEQ ID
NO:689) se muestra en gris, que comprende una repeticion CRISPR (mayuscula) y un espaciador CRISPR (esto es,
secuencia de  etiquetado), que se muestra en minuascula. La repeticion terminal (5
gtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacagt 3 (SEQ ID NO0:3)) secuencia de pista: 5
ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt3’ (SEQ ID NO:691) se muestran.

En consecuencia, en el caso de la cepa DGCC7710-RH1 S. thermophilus, el espaciador (5-
tcaacaattgcaacatcttataacccactt-3’; SEQ ID NO:534) constituye la secuencia de etiquetado especifica de la cepa que
identifica esta cepa mutante (esto es, la bacteria etiquetada). La secuencia del nuevo espaciador (esto es, secuencia
de etiquetado) existe dentro del genoma de fago D858. La secuencia del espaciador se encuentra entre las
posiciones 31921 y 31950 pb (esto es, en la hebra mas) del genoma D858 (y tiene 100% de identidad con la
secuencia genomica D858 sobre 30 nucledtidos):

Espaciador 1 tcttataacccactt 30 (SEQ ID NO:534)

IIIIIIIIIfIIfIIIIIIIIIIIIIIII[

D858 31921 tcaacaattgcaacatcttataacccactt 31950 (SEQ ID NO:534)

El nuevo espaciador (esto es, secuencia de etiquetado) que se integra en la ubicacion CRISPR1 de la cepa
DGCC7710-RH1 Streptococcus thermophilus confiere a esta cepa una nueva resistencia al fago D858.

EJEMPLO 20
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Produccién de una Tercera Cepa Etiquetada

En este Ejemplo, se describen métodos usados para producir una tercera cepa etiquetada. La cepa DGCC7710-RH2
S. thermophilus se aislé como un mutante resistente al fago natural usando la cepa DGCC7710 S. thermophilus
como la cepa precursora, y el fago D858 como el fago virulento. La CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 S.
thermophilus contiene 34 repeticiones (incluyendo la repeticion terminal), y de esta manera 33 espaciadores.
Cuando se compara con la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710 S. thermophilus, la secuencia CRISPR1 de
la cepa DGCC7710-RH2 S. thermophilus posee un nuevo espaciador adicional (esto es, secuencia de etiquetado) (y
por supuesto una repeticion adicional que flanquea el nuevo espaciador) en un extremo de la ubicacién CRISPR
(esto es, cerca del lider, en el extremo 5 de la ubicacion CRISPR). Todos los otros espaciadores de la ubicacion
CRISPR1 no se cambian.

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

caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatga
cyuuunicsyaiaserve:yyppvteyv.vayveyvenviet gt t tgacagcaaatcaagattcgaattgt
cuywwicsv:talasNerv e vypp iy vissevilevles a tgacgaggagctat tggcacaacttaca
clyyNesvsfesNevenyyyneelaiavievscgat t tgacaatctgetgaccactgttate
eIyypETesvsyaiiave vy pyvleay:vlwicgyevleacact tggcaggct tat tactcaacagega
cyuuywicsvalaNenv e yypptaveligsavievlect gt tccttgttcttttgttgtatctttte
cyuwyaNeyyeyNegyerver yuwv ey ey envlet tcat tcttcecgtttttgtttgegaatect
NN esy:(syNsyrarv:Aenyunv:vleyyvsleyyiw.VAeq c tggcgaggaaacgaacaaggecctcaaca
v yselvsyfayevic yunwiesyialeyveieca tagagtggaaaactagaaacagattcaa
b wewieavXeieuNerv e upnv v epv:vtaileuvaVlea taatgccgt tgaat tacacggcaaggtca
fuNurcviissis e erYuN v lelvelaesytwlegagcgagctcgaaataatct taat tacaag
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACE Adelsfodo-Nefols ifo-R s g ule o fof-T-Tale | of-R el o oY
SyusureyyssissyervicrVyyv iy inieyievleggcgt cccaatcctgattaatacttacteg
siyyyuiciyssjayeanvie vy vichvrlayesyte.vleaa a cacagcaagacaagaggatgatgetatg
Siyuyyieyyassyyervicyuyp vleyvtigreiviovieacgacacaagaacgtatgcaagagttcaag
cypvuicsvesvsuyervleryupwrlepv.eaveivteVlaacaat tct tcatccggtaactgectcaagtg
vy y ey telsayferve Ny ey elsiesytanrlea a t taagggcatagaaagggagacaacatg
siyvyyicyvsssayyanvic yyyp ey ineayieilecgatat ttaaaatcattttcataacttecat
sivvyyicyvXessayyervic yyyp ey iayepiavtlagcagtat cagcaagecaagectgt tagttact
civuN ey laiseyjenve vy el lsleirterlea t aaactatgaaattttataatttttaaga
clVynyieyytsyssyse e Yy eV laleviwleaa taat ttatggtatagecttaatatcattg
cjyyyuicsvlsyiaecvic yyuvvieivrisievimnlet gcat cgagcacgt tcgagtttaccgttte
siupnyicyv:suNayienvle Vpuv v leyyvisgeyvionvte - ct atat cgaggtcaactaacaattatgct
ey Ny ieyvlsyyayTw e Vv vIcavvisyevtevleaa t cgt tcaaattctgttttaggtacattt
INuNyickvssNayNe e ryyuvvicsvvigleptetleaa t caatacgacaagagt taaaatggtcett
eiydyuiciv:laiiayjerrer Vunvvieyvrigeytenlegct tagctgtccaatccacgaacgtggatg
sy RvRTcy vl e v e Yy g e v sgkesvenvYecaaccaacggtaacagectactttttacagt
NV picyvlsiiaye ey vicriamievieiles taactgaaggataggagect tgtaaagtet
NN p ey essyiervicruuyvvieavvtayyepplenvtat s atgctacatctcaaaggatgatcccaga
SyunyuieiylsiNssienvienypwyvicywvisyepyisrtlsaaagtagt tgatgacctctacaatggtttat
cSiuyywicyyisjssyerienyyprvicyvlayegylenleas cctagaagcatttgagegtatattgattg
TTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACEE AR duslolofolel d o] sl ol f = {olefelel i of s F-Yol of-T= 4
Ny yyieyysisrervienyyuvvieiviayegyenviea ccat tagcaatcatttgtgeccattgagt
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGT
Ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggettt (SEQ ID NO:684)

La secuencia lider es 5’ caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag 3’ (SEQ ID NO:688).

La secuencia integrada (GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACttacgtitgaaaagaatatcaaatcaatgaj SEQ
ID NO:694) se muestra en gris, que comprende una repeticion CRISPR (mayuscula) y un espaciador CRISPR (esto
es, secuencia de etiquetado), que se muestra en mindscula. La repeticibn terminal (5
gtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacagt (SEQ ID NO:3)) secuencia de pista: 5
ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt3’ (SEQ ID NO:691) se muestran.

De esta manera, en el caso de la cepa DGCC7710-RH2 Streptococcus thermophilus, el espaciador (5'-
ttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatga-3’; SEQ ID NO:697) constituye la marca especifica de la cepa que identifica esta
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cepa mutante (esto es, bacteria etiquetada). La secuencia del nuevo espaciador se mostrd para existir dentro del
genoma de fago D858. La secuencia del espaciador se encuentra entre las posiciones 17215 y 17244 pb (esto es,
en la hebra mas) del genoma D858 (y tiene 100% de identidad con la secuencia gendmica D858 sobre 30
nucleétidos):

Espaciador 1 ttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatga 30 (SEQ ID NO:697)

LECEREEEEEE TR E e

D858 17215 ttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatga 17244 (SEQ ID NO:698)

El nuevo espaciador integrado en la ubicacion CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 S. thermophilus confiere una
nueva resistencia al fago D858 hasta la cepa DGCC7710-RH2 S. thermophilus.

EJEMPLO 21
Construccion de Fago de “Escape CRISPR” de Variantes Bacterianas Resistentes al Fago

En este Ejemplo, se describen métodos para la construccion de fagos de escape CRISPR. Las variantes
hospedadoras resistentes al fago se construyeron primero como se describe en los Ejemplos anteriores. En estos
experimentos, una cepa precursora “A” se expone al fago “P” y se selecciona una variante resistente al fago
(Variante “A 1.0”). La variante A 1.0 se analiza (por ejemplo por PCR, y/o procesado por secuencia de ADN) para
confirmar la presencia de un espaciador insertado adicional dentro de ubicacion CRISPR. La secuencia de
nucleétidos del espaciador adicional (espaciador Sp1.0) luego se determina. Tipicamente, el espaciador Sp1.0 es un
fragmento de aproximadamente 30 nucleétidos en tamafio del fago P, y da resistencia al fago P y fagos relacionados
(“fagos relacionados” son aquellos que contienen la secuencia del espaciador en sus genomas, y define un familia
de fagos).

Independientemente de la primera exposicion del fago, la misma cepa precursora A se expone al mismo fago P y
una segunda variante resistente al fago (Variante A2.0) se selecciona. La variante A2.0 se selecciona con objeto
también de tener un espaciador adicional insertado (espaciador Sp2.0) dentro de una ubicacion CRISPR pero con la
secuencia del espaciador Sp2.0 siendo diferente de tal espaciador Sp1.0. Tipicamente, el espaciador Sp2.0 es un
fragmento de aproximadamente 30 nucleétidos en tamafio del fago P, y da resistencia al fago P y fagos
relacionados. Similarmente, en algunas modalidades, la variante A3.0 hasta la variante Ax.0 se generan a través de
la exposicion de la misma cepa A al mismo fago P. Todas las variantes “A” se seleccionan con objeto también de
tener un espaciador adicional insertado (espaciador Sp3.0 hasta Spx.0) dentro de una ubicaciéon CRISPR pero con la
secuencia de todos los espaciadores “Sp” siendo diferentes unas de otras. Tipicamente, los espaciadores “Sp” son
fragmentos de aproximadamente 30 nucleétidos en tamafo del fago P, y todos dan resistencia al fago P y fagos
relacionados.

Tipicamente, puede estimarse que el nivel de resistencia sera aproximadamente el de mutacién sencilla que ocurre
dentro deI genoma de fago dentro de la secuencia que corresponde al espaciador (esto es, aproximadamente 10 N
hasta 10 ) De esta manera, el fago que escapa de la resistencia mediada por CRISPR es facil de aislar. El fago
mutado se genera a través de la exposicion de la variante A1.0 hasta el fago P. Tipicamente, el fago de “escape
CRISPR” mutado (P1.0) alberga al menos una mutacién dentro de su genoma correspondiente con la secuencia del
espaciador Sp1.0 (por ejemplo, eliminaciones, mutaciones de punto, etc.), o en algunas modalidades preferidas, la
region que flanquea Sp1.0, mas o menos 20 pb correspondientes a la porcion CRISPR. La variante A1.0 deberia ser
sensible al fago P1.0. Similarmente, las variantes resistentes al fago P independientemente generadas (Variante
A2.0, A3.0, hasta Ax.0) que alberga espaciadores unicos (Sp2.0, Sp3.0, hasta Spx.0, respectivamente) similarmente
se enfrentan con el fago P para generar los fagos mutantes correspondientes (P2.0, P3.0, hasta Px.0,
respectivamente). Posteriormente, un grupo de fago virulento mutante, cuyos genomas se han mutado
especificamente a una secuencia anticipada para ser un espaciador CRISPR, puede generarse.

Ciertamente, el fago D2792 representa un fago de biocontrol completamente virulento contra la cepa DGCC7710 S.
thermophllus (WT). En contraste el anaI|S|s de la ubicacion CRISPR de cepas WTpni2or2 *s6, WT phizo72 e
WTph|2972 WTph|2972 , Y WTphizor2 822 relacionadas, indica la presencia de una secuencia espaciadora que es
similar a las secuenmas encontradas en el fago D2972 que indican que el fago D2972 tiene virulencia reducida sobre
estas cepas. Los datos de la formacion en placa (Ver, Tabla 7-1) confirman la virulencia reducida del fago D2972 en
estas cepas. Con respecto a la cepa WTpnize72 *S6, que se ha caracterizado para ser resistente al fago D2972 debido
a la presencia de un espaciador CRISPR correspondiente, separacion por exclusion de fagos relacionados con
D2972 para la virulencia completamente incrementada que identifica los fagos D4724 y D4733 como agentes
candidatos como agentes de biocontrol (Ver, Tabla 7-1).

En experimentos adicionales, la cepa DGCC7710 se expuso al fago D2972 para generar WTph.2972 de variante
resistente. Cuando la cepa WTpnize72 6 se expuso al fago D2972, fue posible para aislar el fago mutante, tal como
D4724. Este fago D4724 se encontré para ser completamente virulento sobre DGCC771O y WTphize72 +5b . En una
segunda iteracion, WTpni2e72 S8 se expuso al fago D4724, para generar WTpni2o72 +S6 ph.4724 ® de variante resnstente
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Durante la exposicion de esta cepa a D4724, los fagos mutantes se identificaron tales como D4733, que son
completamente virulentos hacia DGCC7710 y WTphi2972+S6. En algunas modalidades se usan iteraciones sucesivas
para generar el fago con el nivel deseado de virulencia.

Los ejemplos de mutantes de fago adicionales se proporcionan en la Figura 13. En esta Figura, el fago mutante 858-
A y 858-B derivado del fago precursor D858 se muestran. Las mutaciones corresponden al espaciador S1 de
WT®858+S1S2 enfrentado con el fago D858.

Aun en ejemplos adicionales, los mutantes de fago completamente virulentos donde la mutacion se identifica en la
porcién CRISPR se muestran en la Tabla 20-1. En esta Tabla, las secuencias de nucleétidos en fagos de tipo natural
y mutante que corresponden a los espaciadores recientemente adquiridos por las cepas S. thermophilus se
muestran. La porcion AGAAW se resalta en gris. Cada mutacién esta en negrita y subrayada. *, indica una
eliminacion. Esta Tabla proporciona secuencias para la variante CRISPR resistente al fago y pares mutantes de fago
virulento: DGCC77100gss™>° / fago 2972.83C, DGCC771002072">" | fago 2972.S4A o fago 2972.S4C,
DGCC7710¢2072"° / fago 2972.S6A, y DGCC7710x2072 > 0ess ™2 / fago 858.S32A o fago 858.532D. En esta Tabla,
el nuevo espaciador corresponde a la SEQ ID NO:535 (DGCC771O¢353+S3).

Tabla 20-1. Secuencias de nucleétidos en fagos de tipo natural y mutante que corresponden
a espaciadores recientemente adquiridos por cepas S. thermophilus

Fuente Secuencia SEQ ID NO:
[)(_‘.c:(:'ﬂ'10*}3,,!,*5'3 TTACGTTTGAAAAGAATATCAAATCAATGA SEQID
NO:535
Fago 2972 TTACGTTTGAAAAGAATATCAAATCAATGACGAGAAAGA SEQID
NO:725
Fago 2972,S3A | TTACGTTTGAAAAGAATATCAAATTAATGACGRAGRAAWAGA SEQID
NO:726
Fago 2972,S3B | TTACGTTTGAAAAGAATATCAAATCAACGACGAGIYAGA | SEQID
- NO:727
Fago 2972,S3C | TTACGTTTGAAAAGAATATCAAATCAATGACGAGAGIAGA | SEQID
NO:728
Fago 2972,S3D | TTACGTTTGAAAAGAATATCAAATCTATGACGAGIWWAGA | SEQ ID
NO:729
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Tabla 20-1. Secuencias de nuclestidos en fagos de tipo natural
espaciadores recientemente adquiridos por cepas

. thermophilus

mutante que corresponden a

Fuente Secuencia _ SEQ ID NO:
Fago 2972, S3E | TTACGTTTGAAAAGAATATCAATTCAATGACGAGAAAGA | SEQID
NO:730
Fago 2972, 83F | TTACGTTTGAAAAGAATATCAAATIAATGGCGAGAAAGA | SEQ ID
TTACGTTTGAAAAGAATATCAAATTAATGGCGAGAAAGA | NO:731
Fago 2972,S3G | TTACGTTTGAAAAGAACATCAAATTAATGACG @Eﬁgﬁ@ﬁﬂk SEQID
TTACGTTTGAAAAGAACATCAAATTAATGACGAGAAAGA | NO:732
DGCC77104367,> | CTCAGTCGTTACTGGTGAACCAGTTTCAAT SEQID
NO:525
Fago 2972 CTCAGTCGTTACTGGTGAACCAGTTTCAATTGAGAAAAA SEQID
NO:733
Fago 2972, S4A | CTCAGTCGTTACTGGTGAACCAGTTTCAATTGAAARAAA SEQ ID
NO:734
Fago 2972, S4B | CTCAGTCGTTACTGGTGAACCAGTTTCGATTGAGAAAIAA SEQ ID
i . : NO:735
Fago 2972, 84C | CTCAGTCGTTACTGGTGAACCAGTTTCAATTGAGAGAAA SEQ ID
NO:736
Fago 2972, 84D | CTCAGTCGTTACTGGTGAACCGGTTTCAATTGAAAAAAA SEQID
CTCAGTCGTTACTGGTGAACCGGTTTCAATTGAAAAAAA NO:737
DGCC?710467 " | GCCCTTCTAATTGGATTACCTTCCGAGGTG SEQ ID
' NO:524
Fago 2972 GCCCTTCTAATTGGATTACCTTCCGAGGTGTTAGAATTC SEQ ID
NO:738
Fago 2972, S6A | GCCCTTCTAATTGGATTACCTTCCGAGGTGTTAGAGLTC SEQ ID
NO:739
Fago 2972, S6B | GCCCTTCTAATTGGATTACCTTCCGATGTG T TAGAAL TC SEQ ID
WNO:740
Fago 2972, S6C | GCCCTTCTAATTGGATTACCTTCCGAGTTGTTAGAATTC SEQ ID
NO:74 1
Fago 2972,56D | GCCCTTCTAATTGGATTACCTTCCGALGTGTTAGAATTC SEQID
NO:742
DGCC7710,2972 > | ATTGTCTATTACGACAACATGGAAGATGAT SEQID
+512 NO:526
Fago 858 ATTGTCTATTACGACAACATGGAAGATGATGTAGAWATT SEQID
NO:743
Fago 858.532A | ATTGTCTATTACGACAACATGGAAGATGATGTALARATT SEQ ID
) NQ:744
Fago 858.532B | ATTGTCTATTACGACAACATGGAAGATIATGTAGAAATT SEQID
. ' NO:745
Fagﬂ sssszzc **iliﬁiﬁ-npﬁnidiitii*ﬁllﬁt*iaii#i*il@']"r SEQ ID
NO:746
Fago 858.832D | ATTGTCTATTACGACAACATGGAAGATGATGTAAAAATT SEQ ID
NO:747
DGCC7710,972 " | TTATATCGAAGAACGACTGAAAGAGCTTGA SEQ ID
r2gsn 0 NO:706
Fago 2972 TTATATCGAAGAACGACTGAAAGAGCTTGAGAAGAAAAA | SEQID
NO:;748
Fago 2972.520A | TTATATCGAAGAACGACTGAAAGAGCTTGAGAATAAAAA | SEQID

NO:749
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EJEMPLO 22
Fago de “Escape de CRISPR” de Segundo Nivel

En este Ejemplo, se describen experimentos para la construccion de fagos de escape de CRISPR de segundo nivel
(esto es, con mutaciones multiples dirigidas a espaciadores multiples).

A través de un proceso iterativo para crear variantes resistentes al fago mediadas por CRISPR seguido por
aislamiento del fago mutado (“escape de CRISPR”) capaz de vencer el mecanismo cas-CRISPR, es posible crear el
fago que se ha “pre-adaptado” con mutaciones multiples contra la resistencia mediada por CRISPR potencial.

En algunas modalidades, las variantes de segundo nivel se producen al aislar un fago mutado a través de la
exposicion de la variante A1.0 hasta el fago P. Tipicamente, este fago mutado (fago P1.0) tiene una mutacién
(eliminacion, mutacién de punto, etc.) en su genoma dentro de la regién que contiene la secuencia de espaciador
Sp1.0 o dentro de la regién que flanquea a Sp1.0, mas o menos 20 pb correspondientes a la porcion CRISPR. La
variante A1.0 es sensible al fago P1.0. Luego, la variante A1.0 se expone al fago P1.0 y una variante resistente al
fago (Variante A1.1) se selecciona (Ver, Figura 15). La variante A1.1 se selecciona también de manera que tiene un
espaciador adicional insertado (espaciador Sp1.1) dentro de una ubicacién CRISPR pero con la secuencia del
espaciador Sp1.1 siendo diferente de la de los espaciadores Sp1.0, Sp2.0 hasta Spx.0. Tipicamente, el espaciador
Sp1.1 es un fragmento de aproximadamente 30 nucleétidos en tamario del fago P1.0, y dara resistencia al fago P1.0
y fagos relacionados. La variante A1.1 es resistente al fago P1.0 y preferiblemente, tiene una resistencia
incrementada para el fago P debido a la acumulacién del espaciador Sp1.0 y Sp1.1.

En modalidades adicionales, un fago recientemente mutado (fago P1.1) se genera a través de la exposicién de la
variante A1.1 hasta el fago P1.0. Luego, durante la exposicion de la variante A1.1 hasta el fago P1.1 una nueva
variante A1.2 se obtiene que contenga un nuevo espaciador adicional (Sp1.2). Este espaciador da resistencia al fago
P1.1 y preferiblemente incrementa la resistencia para el fago P1.0 y P (esto es, debido a la acumulaciéon de
espaciadores Sp1.0, Sp1.1, Sp1.2). El fago P1.1 se infecta completamente a la cepa precursora A, asi como las
variantes A1.0 y A1.1.

Aun en modalidades adicionales, los diferentes espaciadores (por ejemplo, 2, 3 6 4) se acumulan iterativamente
dentro de la cepa A a través de la variante A1, luego la variante A1.1, luego la variante A1.2, etc., para obtener una
variante altamente resistente a los fagos (variante A1.n). Todavia en modalidades adicionales, los diferentes
espaciadores adicionales se pueden acumular en la misma cepa a través de la variante A2, luego la variante A2.1,
luego la variante A2.2, etc. para generar otra variante de la cepa A altamente resistente a los fagos (variante A2.n)
en paralelo. La misma estrategia encuentra uso con las variantes A3.0 hasta Ax.0.

Siguiendo un proceso iterativo para crear variantes resistentes al fago CRISPR vy el aislamiento del fago de “escape
CRISPR” mutante (por ejemplo, la exposicion de la variante A1.1 hasta el fago P1.1 crea la nueva variante A1.2 que
contiene un nuevo espaciador adicional (Sp1.2) del cual un fago mutante se aisla (P1.2) que es completamente
virulento en la variante A1.2, A1.1, A1.0 y cepa precursora A.

En algunas modalidades, las mutaciones combinatorias se acumulan por la construccion iterativa de variantes
bacterianas que combinan diferentes espaciadores (por ejemplo, Sp2.0. Sp3.0 hasta Spx.0), la exposicion al fago
mutante de primer nivel correspondiente (P2.0, P3.0 hasta Px.0), y el aislamiento de los fagos mutantes de segundo
nivel.

Un ejemplo de mutaciones combinatorias iterativas que crean variantes resistentes al fago CRISPR y fago de
“escape CRISPR” mutante se muestra en la Tabla 22-1. Esta Tabla proporciona una lista de nuevos espaciadores
encontrados en CRISPR1 y la region correspondiente en los fagos 2972, 858, o DT1. En esta Tabla, la “a” indica
regiones ADN que son 100% idénticas entre los fagos 858 y 2972. La “posicion 5 se refiere a la posicién 5 del
espaciador proto en el genoma de fago. Los nucledtidos subrayados y sombreados en la secuencia espaciadora
proto indican errores entre el fago y el espaciador. Un asterisco (*) indica una eliminacion. En la “region flanqueada
3” indica la secuencia flanqueada 3’ en el genoma de fago. Los errores en la porcion AGAAW se subrayan y
sombrean en gris. En la columna designada “Hebra/Médulo”, los modulos de transcripcion son “E” (genes
expresados en estadios iniciales); “M” (genes expresados en estadios intermedios); y “L” (genes expresados en
estadios tardios).
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DGCC7710 se expuso al fago 2972 para crear variante DGCC7710a2072"° resistente al fago CRISPR de la cual se

*S6 al fago 2972.56B

resistente al fago CRISPR de la cual se aisl6 el fago mutante

genero el fago mutante 2972.S6B de escape de CRISPR. La exposicion de DGCC7710s2972

+S20

$2972.56B

+S6

cred la variante DGCC7710q¢2972

2972.S20A de escape de CRISPR.

5

En algunas modalidades, se proporcionan cepas que son resistentes a mas de una familia de fagos. Como una cepa

dada puede ser sensible a mas de una familia de fagos, en algunas modalidades, se desea para agrandar la
resistencia de la cepa a familias de fago multiples al introducir espaciadores adicionales dentro de una ubicacion

CRISPR que se origina de las otras familias de fagos (Ver, Figura 16). Por ejemplo, los fagos P, Q, y R son fagos

10

representativos de tres familias de fagos capaces de infectar la cepa A. Usando el método resumido arriba y en la

presente, las variantes resistentes a las tres familias de fagos se producen. En algunas modalidades, el fago P se
usa para generar la variante A1° (que contiene el espaciador Sp1) que es resistente al fago P. Luego, la variante A1°

se expone al fago Q y una variante resistente al fago (Variante A1) se selecciona. La variante A1°9 tiene un
espaciador adicional (Sq1) insertado dentro de una ubicacion CRISPR. Tipicamente, el espaciador Sq1 es un

15
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fragmento de aproximadamente 30 nucledtidos en tamafio del fago Q, y da resistencia al fago Q y fagos
relacionados. La variante A1 es resistente a tanto fagos P como Q. Después, la variante A1°% se expone al fago R
y una variante resistente al fago (Variante A1?") se selecciona. La variante A1 tiene un tercer espaciador adicional
(Sr1) insertado dentro de una ubicacién CRISPR. Tipicamente, Sr1 es un fragmento de aproximadamente 30
nucledtidos en tamafio del fago R, y también da resistencia al fago R y fagos relacionados. La variante A1”" es
resistente a los tres fagos. En algunas modalidades particularmente preferidas, la variante también es resistente a
los fagos relacionados.

Estos fagos de escape de CRISPR encuentran uso como fagos de biocontrol/terapéuticos. Como se describe arriba,
a través del proceso para crear variantes resistentes al fago mediado por CRISPR, se genera la exposicién al fago y
aislamiento del fago de “escape de CRISPR” virulento, una mezcla de la especie de fago que alberga mutaciones
sencillas y/o multiples dirigidas contra secuencias del genoma de fago sencillas y/o multiples que son objetivos del
espaciador CRISPR potenciales. Como las bacterias hospedadoras objetivo pueden volverse resistentes al fago a
través de la incorporacion de espaciadores sencillos o multiples y que el mecanismo Cas-CRISPR puede vencerse a
través de una mutacién dentro del genoma de fago correspondiente a tales espaciadores, el uso de una mezcla de
fago alberga varias mutaciones que reducen la velocidad de una bacteria individual para adquirir exitosamente
nuevos espaciadores y proliferan.

En una modalidad adicional, el analisis del protoespaciador y regiones flanqueadas, como se determina de los
espaciadores en las variantes resistentes al fago CRISPR correspondientes, facilita la identificacién de la porcién
CRISPR para un CRISPR especifico. En el ejemplo de las variantes resistentes al fago DGCC7710 CRISPR 1 que
contienen espaciadores S1-S33, se generaron después del enfrentamiento con el fago 2972 u 858. El alineado del
protoespaciador y regiones flanqueadas, del genoma de los fagos 2972 u 858 que corresponde a los espaciadores
S1-S33, usando el programa de software Clustal X, identificdé la porcion CRISPR 1 como NNAGAAW (SEQ ID
NO:696), y se visualiza usando WebLogo (Figura 22).

En un ejemplo adicional, las variantes resistentes al fago CRISPR 3 se derivaron de DGCC7710 después del
enfrentamiento con los fagos 858 y 3821, y LMD-9 después del enfrentamiento con el fago 4241. El alineado de los
protoespaciadores y la region flanqueada de los genomas de fago respectivos con los espaciadores
correspondientes de las variantes resistentes al fago CRISPR 3 respectivas, identificé la porcion CRISPR 3 como
NGGNG (SEQ ID NO:723) (Figura 23).

El andlisis para la presencia de una porcion CRISPR especifica proporciona medios para identificar la ubicacion de
protoespaciadores supuestos dentro de un genoma u otra secuencia especifica (por ejemplo, un plasmido u otro
elemento genético movil). En el ejemplo de los fagos secuenciados 858, 2972, y DT1, el analisis para la distribucién
de la porcion AGAAW CRISPR 1 identificé la ubicacién de protoespaciadores potenciales dentro de los genomas
respectivos. Utilizando la degeneracion del cédigo genético y/o el uso de substituciones de aminoacidos
conservadoras, cada porcion AGAAW se eliminé en el proceso de sintetizar quimicamente un genoma como se
describe para el fago @X174, como se conocen en el arte. De esta manera, el fago se vuelve insensible al sistema
de resistencia Cas-CRISPR 1. De esta manera, una molécula de ADN, que carece de porciones CRISPR especificas
es insensible al sistema Cas-CRISPR correspondiente.

Estos fagos y “cocteles” de tipos de fagos multiples encuentran uso en las estrategias de rotacion (por ejemplo,
administracion secuencial definida de fago). Como una extensiéon para el uso de un coctel sencillo, compuesto de
fago que alberga diferentes mutaciones espaciadoras, en algunas modalidades, se usan fagos virulentos multiples,
donde cada uno alberga una mutacién espaciadora diferente en una manera secuencial definida. Por ejemplo,
usando un conjunto de fagos de “escape de CRISPR” (P1.0, P2.0, y P3.0, o P1.0, P1.1, P1.2, o alguna combinacion
de los mismos), cada fago se aplica individualmente y en una secuencia y rotacion definidas (P.10 > P2.0 > P3.0 >
P1.0, P2.0 > etc) para minimizar la probabilidad de que las bacterias objetivo desarrollen resistencia mediada por
CRISPR al fago. Similarmente, un conjunto de cocteles de fago (esto es, cada fago dentro del coctel asi como cada
coctel posee una combinacion uUnica de mutaciones) encuentra uso en secuencia y rotacion. En algunas
modalidades, el fago y/o coctel comprende una familia de fago sencilla, mientras que en otras modalidades, el fago
y/o coctel comprende familias de fago mdltiples.

EJEMPLO 23

Combinaciones funcionales

Este Ejemplo proporciona varias combinaciones funcionales que encuentran uso en la presente invencion. A manera
de ejemplo solamente, las siguientes combinaciones funcionales se pueden usar de acuerdo con la presente
invencion.

Combinacién funcional #1:

Secuencias cas: SEQ ID NO:461 hasta SEQ ID NO:465 y SEQ ID NO:473 hasta SEQ ID NO:477 (todas las cuales
son secuencias S. thermophilus), como se establecen a continuacion:

108



ES 2 541 693 T3

SEQ ID NO:461:

ATGAGTGACTTAGTTTTAGGACTTGATATCGGTATAGGTTCTGTTGGTGTAGGTATCCTTAAC
AAAGTGACAGGAGAAATTATCCATAAAAACTCACGCATCTTCCCAGCAGCTCAAGCAGAAA
ATAACCTAGTACGTAGAACGAATCGTCAAGGAAGACGCTTGACACGACGTAAAAAACATCG
TATAGTTCGTTTAAATCGTCTATTTGAGGAAAGTGGATTAATCACCGATTTTACGAAGATTT
CAATTAATCTTAACCCATATCAATTACGAGTTAAGGGCTTGACCGATGAATTGTCTAATGAA
GAACTGTTTATCGCTCTTAAAAATATGGTGAAACACCGTGGGATTAGTTACCTCGATGATGC
TAGTGATGACGGAAATTCATCAGTAGGAGACTATGCACAAATTGTTAAGGAAAATAGTAAA
CAATTAGAAACTAAGACACCGGGACAGATACAGTTGGAACGCTACCAAACATATGGTCAAT
TACGTGGTGATTTTACTGTTGAGAAAGATGGCAAAAAACATCGCTTGATTAATGTCTTTCCA
ACATCAGCTTATCGTTCAGAAGCCTTAAGGATACTGCAAACTCAACAAGAATTTAATCCACA
GATTACAGATGAATTTATTAATCGTTATCTCGAAATTTTAACTGGAAAACGGAAATATTATC
ATGGACCCGGAAATGAAAAGTCACGGACTGATTATGGTCGTTACAGAACGAGTGGAGAAAC
TTTAGACAATATTTTTGGAATTCTAATTGGGAAATGTACATTTTATCCAGAAGAGTTTAGAG
CAGCAAAAGCTTCCTACACGGCTCAAGAATTCAATTTGCTAAATGATTTGAACAATCTAACA
GTTCCTACTGAAACCAAAAAGTTGAGCAAAGAACAGAAGAATCAAATCATTAATTATGTCA
AAAATGAAAAGGCAATGGGGCCAGCGAAACTTTTTAAATATATCGCTAAGTTACTTTCTTGT
GATGTTGCAGATATCAAGGGATACCGTATCGACAAATCAGGTAAGGCTGAGATTCATACTTT
CGAAGCCTATCGAAAAATGAAAACGCTTGAAACCTTAGATATTGAACAAATGGATAGAGAA
ACGCTTGATAAATTAGCCTATGTCTTAACATTAAACACTGAGAGGGAAGGTATTCAAGAAG
CCTTAGAACATGAATTTGCTGATGGTAGCTTTAGCCAGAAGCAAGTTGACGAATTGGTTCAA
TTCCGCAAAGCAAATAGTTCCATTTTTGGAAAAGGATGGCATAATTTTTCTGTCAAACTGAT
GATGGAGTTAATTCCAGAATTGTATGAGACGTCAGAAGAGCAAATGACTATCCTGACACGA
CTTGGAAAACAAAAACGACTTCGTCTTCAAATAAAACAAAATATTTCAAATAAAACAAAAT
ATATAGATGAGAAACTATTAACTGAAGAAATCTATAATCCTGTTGTTGCTAAGTCTGTTCGC
CAGGCTATAAAAATCGTAAATGCGGCGATTAAAGAATACGGAGACTTTGACAATATTGTCA
TCGAAATGGCTCGTGAAACAAATGAAGATGATGAAAAGAAAGCTATTCAAAAGATTCAAAA
AGCCAACAAAGATGAAAAAGATGCAGCAATGCTTAAGGCTGCTAACCAATATAATGGAAA
GGCTGAATTACCACATAGTGTTTTCCACGGTCATAAGCAATTAGCGACTAAAATCCGCCTTT
GGCATCAGCAAGGAGAACGTTGCCTTTATACTGGTAAGACAATCTCAATCCATGATTTGATA
AATAATCCTAATCAGTTTGAAGTAGATCATATTTTACCTCTTTCTATCACATTCGATGATAGC
CTTGCAAATAAGGTTTTGGTTTATGCAACTGCTAACCAAGAAAAAGGACAACGAACACCTT
ATCAGGCTTTAGATAGTATGGATGATGCGTGGTCTTTCCGTGAATTAAAAGCTTTTGTACGT
GAGTCAAAAACACTTTCAAACAAGAAAAAAGAATACCTCCTTACAGAAGAAGATATTTCAA
AGTTTGATGTTCGAAAGAAATTTATTGAACGAAATCTTGTAGATACAAGATACGCTTCAAGA
GTTGTCCTCAATGCCCTTCAAGAACACTTTAGAGCTCACAAGATTGATACAAAAGTTTCCGT
GGTTCGTGGCCAATTTACATCTCAATTGAGACGCCATTGGGGAATTGAGAAGACTCGTGATA
CTTATCATCACCATGCTGTCGATGCATTGATTATTGCCGCCTCAAGTCAGTTGAATTTGTGGA
AAAAACAAAAGAATACCCTTGTAAGTTATTCAGAAGAACAACTCCTTGATATTGAAACAGG
TGAACTTATTAGTGATGATGAGTACAAGGAATCTGTGTTCAAAGCCCCTTATCAACATTTTG
TTGATACATTGAAGAGTAAAGAATTTGAAGACAGTATCTTATTCTCATATCAAGTGGATTCT
AAGTTTAATCGTAAAATATCAGATGCCACTATTTATGCGACAAGACAGGCTAAAGTGGGAA
AAGATAAGAAGGATGAAACTTATGTCTTAGGGAAAATCAAAGATATCTATACTCAGGATGG
TTATGATGCCTTTATGAAGATTTATAAGAAGGATAAGTCAAAATTCCTCATGTATCGTCACG
ACCCACAAACCTTTGAGAAAGTTATCGAGCCAATTTTAGAGAACTATCCTAATAAGCAAAT
GAATGAAAAAGGAAAAGAGGTACCATGTAATCCTTTCCTAAAATATAAAGAAGAACATGGC
TATATTCGTAAATATAGTAAAAAAGGCAATGGTCCTGAAATCAAGAGTCTTAAATACTATG
ATAGTAAGCTTTTAGGTAATCCTATTGATATTACTCCAGAGAATAGTAAAAATAAAGTTGTC
TTACAGTCATTAAAACCTTGGAGAACAGATGTCTATTTCAATAAGGCTACTGGAAAATACGA
AATCCTTGGATTAAAATATGCTGATCTACAATTTGAGAAAGGGACAGGAACATATAAGATT
TCCCAGGAAAAATACAATGACATTAAGAAAAAAGAGGGTGTAGATTCTGATTCAGAATTCA
AGTTTACACTTTATAAAAATGATTTGTTACTCGTTAAAGATACAGAAACAAAAGAACAACA
GCTTITTCCGTTTTCTTTCTCGAACTTTACCTAAACAAAAGCATTATGTTGAATTAAAACCTTA
TGATAAACAGAAATTTGAAGGAGGTGAGGCGTTAATTAAAGTGTTGGGTAACGTTGCTAAT
GGTGGTCAATGCATAAAAGGACTAGCAAAATCAAATATTTCTATTTATAAAGTAAGAACAG
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ATGTCCTAGGAAATCAGCATATCATCAAAAATGAGGGTGATAAGCCTAAGCTAGATTTTTA
ATATTAATTGTTAGAAAGTGTTGCAATTATAGTTATCATATGCTATAATAATCGTGTAAGGG
ACGCCTTACACAGTTACTTAAATCTTGCAGAAGCTACAAAGATAAGGCTTCATGCCGAAATC
AACACCCTGTCATTTTATGGCAGGGTGTTTTCGTTATITAAAGAGGAGAAGAAATGACTTGG
AGAGTTGTACATGTCAGTCAAAGTGAGAAGATGCGCTTAAAGCTTGATAACTTATTAGTGCA
AAAAATGGGACAAGAGTTTACGGTGCCACTAAGTGATATTTCGATAATCGTTGCAGAAGGT
GGGCGATACAGTTGTTACCCTTCGTCTATTAAGTGCCTTAAGTAAATATAATATTGCCTTGGTC
GTTTGTGATAACGAACATTTACCAACAGGAATTTATCACTCACAAAATGGGCACTTTAGAGC
GTACAAGCGCTTGAAAGAACAGCTGGATTGGTCTCAGAAACAAAAGGACAAGGCATGGCA
GATTGTAACTTATTATAAAATCAATAACCAAGAGGATGTTCTAGCCATGTTTGAAAAAAGTC
TGGACAACATTAGATTACTTTCAGACTATAAAGAGCAGATAGAACCTGGTGATAGAACGAA
TAGAGAGGGACATGCTGCCAAGGTCTACTITAATGAGCTCTTTGGTAAACAATTITGTCAGAG
TAACTCAGCAAGAAGCTGATGTCATCAATGCTGGTTTAAACTATGGCTATGCTATCATGAGG
GCTCAGATGGCTAGAATAGTGGCGGGTTATGGTTTAAATGGCCTATTAGGAATCTTCCATAA
AAATGAATACAATCAGTTTAATTITGGTTGACGATTTGATGGAGCCATTTAGACAGATTGTAG
ATGTTTGGGTATATGATAATCTACGAGATCAGGAATTCCTTAAGTATGAGTATAGGTTGGGA
TTGACAGATTTACTCAATGCTAAAATCAAATATGGCAAAGAGACTTGCTCAGTGACAGTTGC
TATGGACAAATATGTCAAAGGCTTTATCAAATATATTTCGGAAAAAGATAGTAGTAAATTTC
ACTGCCCAGTGGTATCAAGTTTAGAGTGGAGAAAATAAGATGAGGTATGAAGCATTGAGAT
TATTATGTTTTTTTGATTTACCAATGGAATCCAAGGATGAAAAAAGAATATATCGTAATTTT
COTAAAGAATTAATTTCAAATGGGTTTGAAATGTTACAATTTTCGGTCTACTATCGCACTTGT
CCTAATAGAAGCTTTGCAAATAAATTTTATAAGAAGTTAAAGATTAGCAATCTTCCTGCTGG
GAATGTGAGACTTTTGGCAGTTACTGAAAAACAATTTTCAGAGATGACATTAATTATAGGTG
GTAAAACTAAGCAAGAAGAAATCGTCAGTGATAATAAGTTGGTGGTTATATGAAATATTTT
GTACAACATCCTTACAAAGAACGTATTGAATTAAATATTGGTGCAATCACACAAATTGTTGG
TCAGAATAAAGAACTCAAATATTATATTTGGCAAATTTTGAGCTGGTATTTTGGCGGAAAAA
AATACTCAAGTGAGGACTTAAGTATTTTTGATTATGAGGAACCTACTATACTTGATGAGTCT
GOAGAAATAGTGAAGCGAAGTAGCTATCACTATATCGACATTTCAAGTTTTAAGGATTTACT
GGAGCAGATGGAATACAAGAAAGCGAACACTTGCTCAGGGTTACCTTAGTAAAATTCTCAAT
CAGGTTGATATTGTAGGCCATTTGGAGAAAATTAATGAACAAGTAGAGCTTATAGAAGGAG
CAATGAATCAGCATATAAACTTAAACTGTGGTCAGGTGGAGTACCATTTGGAGAATCACCCT
CTAACACTAGACCAATTACTTTCAAAAAATTTTAGTCCCTTTTITTGCTATCGAGAATAAGAA
TTTATCTTTTGAATGGGTTTCAAATACTGATAAACTTTCTCTCTTTCTAGAAATGTTAGACCG
CCTTCTGTCACAAACAACAGAGAAGTATCTCATTGTGCTAAAAAATATTGATGGCTTTATCT
CAGAAGAATCTTATACTATTTTTTATAGGCAAATCTGTCATCTGGTCAAGAAGTATCCAAAT
CTAACCTTTATTTTGTTTCCTAGTGACCAAGGCTATTTAAAAATTGATGAAGAAAATAGTAG
GTTCGTCAATATTTTATCTGACCAGGTGGAGCATTTGTATGATGTTGAGTTTATGTATGAAA
GAGTAATGAAATATTATCCAAGTAATGATTTTCCGACGAGAGAAGGTTTTAGGATGTCTTTA
GAAACTGTOACACCTTATTTATTGACAAAAATGCTGAGACAACCTAGTCTCTCACTTGTTGA
TTCAGTAATATTGAATATCCTAAATCAGTTGTTTCATTTTAGTTACCGTATAAGATATTCTCA
GACACCTGATAAGGAACTATTACATAAATTTTTAGAAAGTAAGGATTGA (SEQ D NO:461)

SEQ 1D NO:462:

ATGAGTGACTTAGTTTTAGGACTTGATATCGGTATAGGTTCTGTTGGTGTAGGTATCCTTAAC
AAAGTGACAGCAGAAATTATCCATAAAAACTCACGCATCTTCCCAGCAGCTCAAGCAGAAA
ATAACCTAGTACGTAGAACGAATCGTCAAGGAAGACGCTTGACACGACGTAAAAAACATCG
TATAGTTCGTTITAAATCGTCTATTTGAGGAAAGTGGATTAATCACCGATTTTACGAAGATTT
CAATTAATCTTAACCCATATCAATTACGAGTTAAGGGCTTGACCGATGAATTGTCTAATGAA
GAACTGTTTATCGCTCTTAAAAATATGGTGAAACACCGTGOGGATTAGTTACCTCGATGATGC
TAGTGATGACGGAAATTCATCAGTAGGAGACTATGCACAAATTGTTAAGGAAAATAGTAAA
CAATTAGAAACTAAGACACCGGGACAGATACAGTTGGAACGCTACCAAACATATGGTCAAT
TACGTGGTGATTTTACTGTTGAGAAAGATGGCAAAAAACATCGCTTGATTAATGTCTTTCCA
ACATCAGCTTATCGTTCAGAAGCCTTAAGGATACTGCAAACTCAACAAGAATTTAATCCACA
GATTACAGATGAATTTATTAATCGTTATCTCGAAATTTTAACTGGAAAACGGAAATATTATC
ATGGACCCGCAAATCAAAAGTCACGGACTGATTATGGTCGTTACAGAACGAGTGGAGAAAC
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TTTAGACAATATTTTTGGAATTCTAATTGGGAAATGTACATTTTATCCAGAAGAGTTTAGAG
CAGCAAAAGCTTCCTACACGGCTCAAGAATTCAATTTGCTAAATGATTTGAACAATCTAACA
GTTCCTACTGAAACCAAAAAGTTGAGCAAAGAACAGAAGAATCAAATCATTAATTATGTCA
AAAATGAAAAGGCAATGGGGCCAGCGAAACTTTTTAAATATATCGCTAAGTTACTTTCTTGT
GATGTTGCAGATATCAAGGGATACCGTATCGACAAATCAGGTAAGGCTGAGATTCATACTTT
CGAAGCCTATCGAAAAATGAAAACGCTTGAAACCTTAGATATTGAACAAATGGATAGAGAA
ACGCTTGATAAATTAGCCTATGTCTTAACATTAAACACTGAGAGGGAAGGTATTCAAGAAG
CCTTAGAACATGAATTTGCTGATGGTAGCTTTAGCCAGAAGCAAGTTGACGAATTGGTTCAA
TTCCGCAAAGCAAATAGTTCCATTTTTGGAAAAGGATGGCATAATTTTTCTGTCAAACTGAT
GATGGAGTTAATTCCAGAATTGTATGAGACGTCAGAAGAGCAAATGACTATCCTGACACGA
CTTGGAAAACAAAAACGACTTCGTCTTCAAATAAAACAAAATATTTCAAATAAAACAAAAT
ATATAGATGAGAAACTATTAACTGAAGAAATCTATAATCCTGTTGTTGCTAAGTCTGTTCGC
CAGGCTATAAAAATCGTAAATGCGGCGATTAAAGAATACGGAGACTTTGACAATATTGTCA
TCGAAATGGCTCGTGAAACAAATGAAGATGATGAAAAGAAAGCTATTCAAAAGATTCAAAA
AGCCAACAAAGATGAAAAAGATGCAGCAATGCTTAAGGCTGCTAACCAATATAATGGAAA
GGCTGAATTACCACATAGTGTTTTCCACGGTCATAAGCAATTAGCGACTAAAATCCGCCTTT
GGCATCAGCAAGGAGAACGTTGCCTTTATACTGGTAAGACAATCTCAATCCATGATTTGATA
AATAATCCTAATCAGTTTGAAGTAGATCATATTTTACCTCTTTCTATCACATTCGATGATAGC
CTTGCAAATAAGGTTTTGGTTTATGCAACTGCTAACCAAGAAAAAGGACAACGAACACCTT
ATCAGGCTTTAGATAGTATGGATGATGCGTGGTCTTTCCGTGAATTAAAAGCTTTTGTACGT
GAGTCAAAAACACTTTCAAACAAGAAAAAAGAATACCTCCTTACAGAAGAAGATATTTCAA
AGTTTGATGTTCGAAAGAAATTTATTGAACGAAATCTTGTAGATACAAGATACGCTTCAAGA
GTTGTCCTCAATGCCCTTCAAGAACACTTTAGAGCTCACAAGATTGATACAAAAGTTTCCGT
GGTTCGTGGCCAATTTACATCTCAATTGAGACGCCATTGGGGAATTGAGAAGACTCGTGATA
CTTATCATCACCATGCTGTCGATGCATTGATTATTGCCGCCTCAAGTCAGTTGAATTTGTGGA
AAAAACAAAAGAATACCCTTGTAAGTTATTCAGAAGAACAACTCCTTGATATTGAAACAGG
TGAACTTATTAGTGATGATGAGTACAAGGAATCTGTGTTCAAAGCCCCTTATCAACATTTTG
TTGATACATTGAAGAGTAAAGAATTTGAAGACAGTATCTTATTCTCATATCAAGTGGATTCT
AAGTTTAATCGTAAAATATCAGATGCCACTATTTATGCGACAAGACAGGCTAAAGTGGGAA
AAGATAAGAAGGATGAAACTTATGTCTTAGGGAAAATCAAAGATATCTATACTCAGGATGG
TTATGATGCCTTTATGAAGATTTATAAGAAGGATAAGTCAAAATTCCTCATGTATCGTCACG
ACCCACAAACCTTTGAGAAAGTTATCGAGOCAATTTTAGAGAACTATCCTAATAAGCAAAT
GAATGAAAAAGGAAAAGAGGTACCATGTAATCCTTTCCTAAAATATAAAGAAGAACATGGC
TATATTCGTAAATATAGTAAAAAAGGCAATGGTCCTGAAATCAAGAGTCTTAAATACTATG
ATAGTAAGCTTTTAGGTAATCCTATTGATATTACTCCAGAGAATAGTAAAAATAAAGTTGTC
TTACAGTCATTAAAACCTTGGAGAACAGATGTCTATTTCAATAAGGCTACTGGAAAATACGA
AATCCTTGGATTAAAATATGCTGATCTACAATTTGAGAAAGGGACAGGAACATATAAGATT
TCCCAGGAAAAATACAATGACATTAAGAAAAAAGAGGGTGTAGATTCTGATTCAGAATTCA
AGTTTACACTTTATAAAAATGATTTGTTACTCGTTAAAGATACAGAAACAAAAGAACAACA
GCTTTTCCGTTTTCTTTCTCGAACTTTACCTAAACAAAAGCATTATGTTGAATTAAAACCTTA
TGATAAACAGAAATTTGAAGGAGGTGAGGCGTTAATTAAAGTGTTGGGTAACGTTGCTAAT
GGTGGTCAATGCATAAAAGGACTAGCAAAATCAAATATTTCTATTTATAAAGTAAGAACAG
ATGTCCTAGGAAATCAGCATATCATCAAAAATGAGGGTGATAAGCCTAAGCTAGATTTTTA
A (SEQ IDNO:462)

SEQ ID NO:463:

ATGACTTGGAGAGTTGTACATGTCAGTCAAAGTGAGAAGATGCGCTTAAAGCTTGATAACTT
ATTAGTGCAAAAAATGGGACAAGAGTTTACGGTGCCACTAAGTGATATTTCGATAATCGTTG
CAGAAGGTGGGGATACAGTTGTTACCCTTCGTCTATTAAGTGCCTTAAGTAAATATAATATT
GCCTTGGTCGTTTGTGATAACGAACATTTACCAACAGGAATTTATCACTCACAAAATGGGCA
CTTTAGAGCGTACAAGCGCTTGAAAGAACAGCTGCGATTGGTCTCAGAAACAAAAGGACAAG
GCATGGCAGATTGTAACTTATTATAAAATCAATAACCAAGAGGATGTTCTAGCCATGTTTGA
AAAAAGTCTGGACAACATTAGATTACTTTCAGACTATAAAGAGCAGATAGAACCTGGTCAT
AGAACGAATAGAGAGGGACATGCTGCCAAGGTCTACTTTAATGAGCTCTTTGGTAAACAAT
TTGTCAGAGTAACTCAGCAAGAAGCTGATGTCATCAATGCTGGTTTAAACTATGGCTATGCT
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ATCATGAGGGCTCAGATGGCTAGAATAGTGGCGGGTTATGGTTTAAATGGCCTATTAGGAA
TCTTCCATAAAAATGAATACAATCAGTTTAATTTGGTTCACGATTTGATGGAGCCATTTAGA
CAGATTGTAGATGTTTGGGTATATGATAATCTACGAGATCAGGAATTCCTTAAGTATGAGTA
TAGGTTGGGATTGACAGATTTACTCAATGCTAAAATCAAATATGGCAAAGAGACTTGCTCA
GTGACAGTTGCTATGGACAAATATGTCAAAGGCTTTATCAAATATATTTCGGAAAAAGATA
GTAGTAAATTTCACTGCCCAGTGGTATCAAGTTTAGAGTGGAGAAAATAA (SEQ ID NO:463)

SEQ ID NO:464:

ATGAGGTATGAAGCATTCAGATTATTATGTTTTTTTGATTTACCAATGCAATCCAAGGATGA
AAAAAGAATATATCOTAATTTTCGTAAAGAATTAATTTCAAATGGGTTTGAAATGTTACAAT
TITCGGTCTACTATCGCACTTGTCCTAATAGAAGCTTTGCAAATAAATTTTATAAGAAGTTA
AAGATTAGCAATCTTCCTGCTGGGAATGTGAGACTTTTGGCAGTTACTGAAAAACAATTTTC
AGAGATGACATTAATTATAGGTGGTAAAACTAAGCAAGAAGAAATCGTCAGTGATAATAAG
TTGGTGGTTATATGA (SEQ ID NO:464)

SEQ D NO:465:

ATOAAATATTTTGTACAACATCCTTACAAAGAACGTATTGAATTAAATATTGGTGCAATCAC
ACAAATTGTTGGTCAGAATAAAGAACTCAAATATTATATTTGGCAAATTTTGAGCTGGTATT
TTGGCGGAAAAAAATACTCAAGTGAGGACTTAAGTATTTITGATTATGAGGAACCTACTATA
CTTGATGAGTCTGGAGAAATAGTGAAGCGAAGTAGCTATCACTATATCGACATTTCAAGTTT
TAAGGATTTACTGGAGCAGATGGAATACAAGAAAGGAACACTTGCTCAGGGTTACCTTAGT
AAAATTCTCAATCAGGTTGATATTGTAGGCCATTTGGAGAAAATTAATGAACAAGTAGAGC
TTATAGAAGGAGCAATGAATCAGCATATAAACTTAAACTCTGGTCAGGTGGAGTACCATTT
GGAGAATCACCCTCTAACACTAGACCAATTACTTTCAAAAAATTTTAGTCCCTTTTTTGCTAT
COAGAATAAGAATTTATCTTTTGAATGGGTTTCAAATACTGATAAACTTTCTCTCTTTCTAGA
AATGTTAGACCGCCTTCTGTCACAAACAACAGAGAAGTATCTCATTGTGCTAAAAAATATTG
ATGGCTTITATCTCAGAAGAATCTTATACTATTTTTTATAGGCAAATCTGTCATCTGGTCAAGA
AGTATCCAAATCTAACCTTTATTTTGTTTCCTAGTGACCAAGGCTATTTAAAAATTGATGAA
GAAAATAGTAGGTTCGTCAATATTITATCTGACCAGGTGGAGCATTTGTATGATGTTGAGTT
TATGTATGAAAGAGTAATCAAATATTATCCAAGTAATGATTTTCCGACGAGAGAAGGTTTTA
GGATGTCTTTAGAAACTGTGACACCTTATTTATTGACAAAAATGCTGAGACAACCTAGTCTC
TCACTTGTTGATTCAGTAATATTGAATATCCTAAATCAGTTGTTTCATTTTAGTTACCGTATA
AGATATTCTCAGACACCTGATAAGGAACTATTACATAAATTTITAGAAAGTAAGGATTGA
(SEQ ID NO:4635)

SEQ ID MO:473:

ATGAGTGACTTAGTTTTAGGACTTGATATCGGTATAGGTTCTGTTGGTGTAGGTATCCTTAAC
AAAGTGACAGGAGAAATTATCCATAAAAACTCACGCATCTTCCCAGCAGCTCAAGCAGAAA
ATAACCTAGTACGTAGAACGAATCOTCAAGGAAGACGCTTGACACGACGTAAAAAACATCG
TATAGTTCGTTTAAATCGTCTATTTCAGCGAAAGTGGATTAATCACCGATTTTACGAAGATITT
CAATTAATCTTAACCCATATCAATTACGAGTTAAGGGCTTGACCGATGAATTGTCTAATGAA
GAACTGTTTATCGCTCTTAAAAATATGGTGAAACACCGTGGGATTAGTTACCTCGATGATGC
TAGTGATGACGGAAATTCATCAGTAGGAGACTATGCACAAATTOTTAAGGAAAATAGTAAA
CAATTAGAAACTAAGACACCGGGACAGATACAGTTGGAACGCTACCAAACATATGGTCAAT
TACGTGGTGATTTTACTGTTGAGAAAGATGGCAAAAAACATCGCTTGATTAATGTCTTTCCA
ACATCAGCTTATCGTTCAGAAGCCTTAAGGATACTGCAAACTCAACAAGAATTTAATTCACA
GATTACAGATGAATTTATTAATCGTTATCTCGAAATTTTAACTGGAAAACGGAAATATTATC
ATGOACCCOGGAAATGAAAAGTCACGGACTGATTATGGTCGTTACAGAACGAATGGAGAAAC
TTTAGACAATATTTTTGGAATTCTAATTGGGAAATGTACATTTTATCCAGACGAGTTTAGAG
CAGCAAAAGCTTCCTACACGGCTCAAGAATTCAATTTGCTAAATGATTTGAACAATCTAACA
GTTCCTACTGAAACCAAAAAGTTGAGCAAAGAACAGAAGAATCAAATCATTAATTATGTCA
AAAATGAAAAGGTAATGGGGCCAGCGAAACTTTTTAAATATATCGCTAAATTACTTTCTTGT
GATGTTGCAGATATCAAGGGACACCGTATCGACAAATCAGGTAAGGCTGAGATTCATACTT
TCGAAGCCTATCGAAAAATGAAAACGCTTGAAACCTTAGATATTGAGCAAATGGATAGAGA
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AACGCTTGATAAATTAGCCTATGTCTTAACATTAAACACTGAGAGGGAAGGTATTCAAGAA
GCTTTAGAACATGAATTTGCTGATGGTAGCTTTAGCCAGAAGCAAGTTGACGAATTGGTTCA
ATTCCGCAAAGCAAATAGTTCCATTTTTGGAAAAGGATGGCATAATTTTTCTGTCAAACTGA
TGATGGAGTTAATTCCAGAATTGTATGAGACGTCAGAAGAGCAAATGACTATCCTGACACG
ACTTGGAAAACAAAAAACAACTTCGTCTTCAAATAAAACAAAATATATAGATGAGAAACTA
TTAACTGAAGAAATCTATAATCCTGTTGTTGCTAAGTCTGTTCGCCAGGCTATAAAAATCGT
AAATGCGGCOATTAAAGAATACGGACGACTTTCGACAATATTGTCATCGAAATGGCTCGTGAA
ACAAATGAAGATGATGAAAAGAAAGCTATTCAAAAGATTCAAAAAGCCAACAAAGATGAA
AAAGATGCAGCAATGCTTAAGGCTGCTAACCAATATAATGGAAAGGCTGAATTACCACATA
GTGTTTTCCACGGTCATAAGCAATTAGCGACTAAAATCCGCCTTTGGCATCAGCAAGGAGAA
COTTGCCTTTATACTGGTAAGACAATCTCAATCCATGATTTGATAAATAATCCTAATCAGTTT
GAAGTAGATCATATTTTACCTCTTTCTATCACATTCGATGATAGCCTTGCAAATAAGGTTTTG
GTTTATGCAACTGCTAACCAAGAAAAAGGACAACGAACACCTTATCAGGCTTTAGATAGTA
TGGATGATGCGTGGTCTTTCCGTGAATTAAAAGCTTTTGTACGTGAGTCAAAAACACTTTCA
AACAAGAAAAAAGAATACCTCCTTACAGAAGAAGATATTTCAAAGTTTGATGTTCGAAAGA
AATTTATTGAACGAAATCTTGTAGATACAAGATACGCTTCAAGAGTTGTCCTCAATGCCCTT
CAAGAACACTTTAGAGCTCACAAGATTGATACAAAAGTTTCCGTGGTTCGTGGCCAATTTAC
ATCTCAATTGAGACGCCATTGGGGAATTGAGAAGACTCGTGATACTTATCATCACCATGCTG
TCGATGCATTGATTATTGCCGCCTCAAGTCAGTTGAATTTGTGOAAAAAACAAAAGAATACC
CTTGTAAGTTATTCAGAAGAACAACTCCTTGATATTGAAACAGGTGAACTTATTAGTGATGA
TGAGTACAAGGAATCTGTGTTCAAAGCCCCTTATCAACATTTTGTTGATACATTGAAGAGTA
AAGAATTTGAAGACAGTATCTTATTCTCATATCAAGTGGATTCTAAGTTTAATCGTAAAATA
TCAGATGCCACTATTTATGCGACAAGACAGGCTAAAGTGGCAAAAGATAAGAAGGATGAA
ACTTATGTCTTAGGGAAAATCAAAGATATCTATACTCAGGATGGTTATGATGCCTTTATGAA
GATTTATAAGAAGGATAAGTCAAAATTCCTCATGTATCGTCACGACCCACAAACCTTTGAGA
AAGTTATCGAGCCAATTTTAGAGAACTATCCTAATAAGGAAATGAATGAAAAAGGGAAAGA
AGTACCATGTAATCCTTTCCTAAAATATAAAGAAGAACATGGCTATATTCGTAAATATAGTA
AAAAAGGCAATGOTCCTGAAATCAAGAGTCTTAAATACTATGATAGTAAGCTTTTAGGTAA
TCCTATTGATATTACTCCAGAGAATAGTAAAAATAAAGTTGTCTTACAGTCATTAAAACCTT
GGAGAACAGATGTCTATTTCAATAAAAATACTGGTAAATATCGAAATTTTAGGACTGAAATA
TGCTGATTTACAATTTGAAAAGAAGACAGGAACATATAAGATTTCCCAGGAAAAATACAAT
GGCATTATCGAAAGAAGAGGGTGTAGATTCTGATTCAGAATTCAAGTTTACACTTTATAAAAA
TGATTTGTTACTCGTTAAAGATACAGAAACAAAAGAACAACAGCTTTTCCGTTTTCTTTCTC
GAACTATGCCTAATGTGAAATATTATGTAGAGTTAAAGCCTTATTCAAAAGATAAATTTGAG
AAGAATGAGTCACTTATTGAAATTTITAGGTTCTGCAGATAAGTCAGGACGATGTATAAAAG
GGCTAGGAAAATCAAATATTTCTATTTATAAGGTAAGAACAGATGTCCTAGGAAATCAGCA
TATCATCAAAAATGAGGGTGATAAGCCTAAGCTAGATTTTTAATATTAATTGTTAAAAAAGT
GTTGCAATTATAGTTATCATATGCTATAATAATCGTGTAAGGGACGCCTTACACAGTTACTT
AAATCTTGCAGAAGCTACAAAGATAAGGCTTCATGCCGAAATCAACACCCTGTCATTTTATG
GCAGGGTGTTTTCGTTATTTAAAGAGGAGAAGAAATCACTTGGAGAGTTGTACATGTCAGTC
AAAGTCAGAAGATGCGCTTAAAGCTTGATAACTTATTAGTGCAAAAGATGGGACAAGAGTT
TACGGTGCCACTAAGTGATATTTCGATAATCGTTGCAGAAGGTGGGGATACAGTTGTTACCC
TTCOTCTATTAAGTGCCTTAAGTAAATATAATATTGCCTTGGTCGTTTGTGATAACGAACATT
TACCAACAGGAATTTATCACTCACAAAATGGGCACTTITAGAGCGTACAAGCGCTTGAAAGA
ACAGCTGGATTGUTCTCAGAAACAAAAGGAAAAGGCATCGCAGATTGTAACTTATTATAAA
ATCAATAACCAAGAGGATGTCCTAGCCATGTTTGAAAAAAGTCTGGACAACATTAGATTAC
TTTCAGACTATAAAGAGCAGATAGAACCTGGTGATAGAACGAATAGAGAGGGACATGCTGC
CAAGGTCTACTTTAATGAGCTCTTTGGTAAACAATTTGTCAGAGTAACTCAGCAAGAAGCTG
ATGTCATCAATGCTGGTTTAAACTATGGCTATGCTATCATGAGGGCTCAGATGGCTAGAATA
GTGGCGOGTTATGGTTTAAATGGCCTATTAGGAATCTTCCATAAAAATGAATACAATCAGTT
TAATTTGGTTGACGATTTGATGGAGCCATTTAGACAGATTGTAGATGTTTGGGTATATGATA
ATCTACGAGATCAGGAATTCCTTAAGTATGAGTATAGGTTGGGATTGACAGATTTACTCAAT
GCTAAAATCAAATATGGCAAAGAGACTTGCTCAGTGACAGTTGCTATGGACAAATATGTCA
AAGGCTTTATCAAATATATTTCGGAAAAAGATAGTAGTAAATTTCACTGCCCAGTGGTATCA
AGTTTAGAGTGGAGAAAATAAGATGAGGTATGAAGCATTGAGATTATTATGTTTTTTTGATT
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TACCAATGGAATCCAAGGATGAAAAAAGAATATATCGTAATTTTCGTAAAGAATTAATTTC
AAATGOGTTTGAAATGTTACAATTTTCGGTCTACTATCGCACTTGTCCTAATAGAAGCTTTGC
AAATAAATTTTATAAGAAGTTAAAGATCGAGCAATCTTCCTGCTGGGAATGTGAGACTTTTGE
CAGTTACTGAAAAACAATTTTCAGAGATCGACATTAATTATAGGTGOTAAAACTAAGCAAGA
AGAAATCGTCAGTGATAATAAGTTGGTGATCATATGAAATTTTTTGTACAACATCCTTACAA
AGAACGTATTGAATTAAATATTGGTGCAATCACACAAATTGTTGGTCAGAATAATGAACTCA
AATATTATACTTGGCAGATTTTGAGCTGGTATTTTGGTGGAAAAAAATACTCAAGTGAGGAC
TTAAGTATTTTTGATTATGAGGAGCCTACCATACTTGATGAGGCCAGAGAAATAGTGAAACG
AAGTAGCTATCACTATATCGACATTTCAAGTTTITAAGGATTTACTGGAGCAGATGGAATACA
AGAAAGGAACACTTGCTCAGGGTTACCTTCGTAAAATTGTCAATCAAGTTGATATTGTAGGC
CATTTGCGAGAAAATTAATGAACAAGTAGAGCTTATTGAAGAAGCTATGAATCGGCATATAA
ACTTAAACTGTGGACAGGTAGAATACCATTTGCGAGAATCTCCCTCTAACACTAGACCAACTA
CTCACAAAAAATTTTAGCCCATTTTTTGCCATTGAGAACAAGAATCTATCTTTTGAATGGGTT
TCTAATATTGATAAACTATCCCTCTTTTTAGAAATGTTAGACCATCTTCTTTCACAAACAACA
GAGAAGTATCTCATTGTGCTAAAAAATATTGATGGCTTTATCTCAGAAGAATCTTATACTAT
TTTTTATAGGCAAATCTGTCATCTGGTCAAGAAGTATCCAAATCTAACCTTTATITTGTTTCC
TAGTGACCAAGGCTATTTAAAAATTCATGAAGAAAATAGTAGGTTCGTCAATATTTTATCTG
ACCAGGTGGAACATTTGTATGATGTTGAGTTTATGTATGAAAGGUTAATGAAATATTATCCA
AGTAATGATTTTCCGACGAGAGAAGGTTTTAGCGATGTCTTTAGAAACTGTGACACCTTATTT
ATTGACAAAAATGCTGAGACAACCTAGTCTCTCACTTGTTGATTCAGTAATATTGAATATCC
TAAATCAGCTGTTTCATTTITAGTTACCGTATAAGATGTTCTCAGACACCTGATAAGGAACTA
TTACAGAAATTTTTAGAAAGTAAGGATTGA (SEQ ID NO:473)

SEQ ID NO:474:

ATGAGTGACTTAGTTTTAGGACTTGATATCGGTATAGGTTCTGTTGGTGTAGGTATCCTTAAC
AAAGTCGACAGGAGAAATTATCCATAAAAACTCACGCATCTTCCCAGCAGCTCAAGCAGAAA
ATAACCTAGTACGTAGAACGAATCGTCAAGGAAGACGCTTCGACACGACGTAAAAAACATCG
TATAGTTCGTTTAAATCGTCTATTTGAGGAAAGTGGATTAATCACCGATTTTACGAAGATTT
CAATTAATCTTAACCCATATCAATTACGAGTTAAGGGCTTGACCGATGAATTGTCTAATGAA
GAACTGTTITATCGCTCTTAAAAATATGGTCGAAACACCOTGGGATTAGTTACCTCGATGATGC
TAGTGATGACGGAAATTCATCAGTAGGAGACTATGCACAAATTGTTAAGGAAAATAGTAAA
CAATTAGAAACTAAGACACCGGGACAGATACAGTTGGAACGUTACCAAACATATGGTCAAT
TACGTGGTGATTTTACTGTTGAGAAAGATGGCAAAAAACATCGCTTGATTAATGTCTTTCCA
ACATCAGCTTATCGTTCAGAAGCCTTAAGGATACTGCAAACTCAACAAGAATTTAATTCACA
GATTACAGATGAATTTATTAATCGTTATCTCGAAATTTTAACTGGAAAACGGAAATATTATC
ATGGACCCGGAAATGAAAAGTCACGGACTGATTATGGTCGTTACAGAACGAATGGAGAAAC
TTTAGACAATATTTTTGGAATTCTAATTGGGAAATGTACATTTTATCCAGACGAGTTTAGAG
CAGCAAAAGCTTCCTACACGGCTCAAGAATTCAATTTGCTAAATGATTTGAACAATCTAACA
GTTCCTACTGAAACCAAAAAGTTGAGCAAAGAACAGAAGAATCAAATCATTAATTATGTCA
AAAATGAAAAGGTAATGGGGCCAGCGAAACTTTTTAAATATATCGCTAAATTACTTTCTTGT
GATGTTGCAGATATCAAGGGACACCGTATCGACAAATCAGGTAAGGCTGAGATTCATACTT
TCGAAGCCTATCGAAAAATGAAAACGCTTGAAACCTTAGATATTGAGCAAATGGATAGAGA
AACGCTTGATAAATTAGCCTATGTCTTAACATTAAACACTGAGAGGGAAGGTATTCAAGAA
GCTTTAGAACATGAATTTGCTCATGGTAGCTTITAGCCAGAAGCAAGTTGACGAATTGGTTCA
ATTCCGCAAAGCAAATAGTTCCATTTTTGGAAAAGGATGGCATAATTTTTCTGTCAAACTGA
TGATGGAGTTAATTCCAGAATTGTATGAGACGTCAGAAGAGCAAATGACTATCCTGACACG
ACTTGGAAAACAAAAAACAACTTCGTCTTCAAATAAAACAAAATATATAGATGAGAAACTA
TTAACTGAAGAAATCTATAATCCTGTTGTTGCTAAGTCTGTTCGCCAGGCTATAAAAATCGT
AAATGCGGCGCATTAAAGAATACGCAGACTTTCGACAATATTGTCATCGAAATGGCTCGTGAA
ACAAATCGAAGATGATCAAAAGAAAGCTATTCAAAAGATTCAAAAAGCCAACAAAGATGAA
AAAGATGCAGCAATGCTTAAGGCTGCTAACCAATATAATGGAAAGGCTGAATTACCACATA
GTGTTTTCCACGGTCATAAGCAATTAGCGACTAAAATCCGCCTTTGGCATCAGCAAGGAGAA
COTTGCCTTTATACTGGTAAGACAATCTCAATCCATGATTTGATAAATAATCCTAATCAGTTT
GAAGTAGATCATATTTTACCTCTTTCTATCACATTCGATGATAGCCTTGCAAATAAGGTTTTG
GTTTATGCAACTGCTAACCAAGAAAAAGGACAACGAACACCTTATCAGGCTTTAGATAGTA
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TGGATGATGCGTGGTCTTTCCGTGAATTAAAAGCTTTTGTACGTGAGTCAAAAACACTTTCA
AACAAGAAAAAAGAATACCTCCTTACAGAAGAAGATATTTCAAAGTTTGATGTTCGAAAGA
- AATTTATTGAACGAAATCTTGTAGATACAAGATACGCTTCAAGAGTTGTCCTCAATGCCCTT
CAAGAACACTTTAGAGCTCACAAGATTGATACAAAAGTTTCCGTGGTTCGTGGCCAATTTAC
ATCTCAATTGAGACGCCATTGGGGAATTGAGAAGACTCGTGATACTTATCATCACCATGCTG
TCGATGCATTGATTATTGCCGCCTCAAGTCAGTTGAATTTGTGGAAAAAACAAAAGAATACC
CTTGTAAGTTATTCAGAAGAACAACTCCTTGATATTGAAACAGGTGAACTTATTAGTGATGA
TGAGTACAAGGAATCTGTGTTCAAAGCCCCTTATCAACATTTTGTTGATACATTGAAGAGTA
AAGAATTTGAAGACAGTATCTTATTCTCATATCAAGTGGATTCTAAGTTTAATCGTAAAATA
TCAGATGCCACTATTTATGCGACAAGACAGGCTAAAGTGGGAAAAGATAAGAAGGATGAA
ACTTATGTCTTAGGGAAAATCAAAGATATCTATACTCAGGATGGTTATGATGCCTTTATGAA
GATTTATAAGAAGGATAAGTCAAAATTCCTCATGTATCGTCACGACCCACAAACCTTTGAGA
AAGTTATCGAGCCAATTTTAGAGAACTATCCTAATAAGGAAATGAATGAAAAAGGGAAAGA
AGTACCATGTAATCCTTTCCTAAAATATAAAGAAGAACATGGCTATATTCGTAAATATAGTA
AAAAAGGCAATGGTCCTGAAATCAAGAGTCTTAAATACTATGATAGTAAGCTTTTAGGTAA
TCCTATTGATATTACTCCAGAGAATAGTAAAAATAAAGTTGTCTTACAGTCATTAAAACCTT
GGAGAACAGATGTCTATTTCAATAAAAATACTGGTAAATATGAAATTTTAGGACTGAAATA
TGCTGATTTACAATTTGAAAAGAAGACAGGAACATATAAGATTTCCCAGGAAAAATACAAT
GGCATTATGAAAGAAGAGGGTGTAGATTCTGATTCAGAATTCAAGTTTACACTTTATAAAAA
TGATTTGTTACTCGTTAAAGATACAGAAACAAAAGAACAACAGCTTTTCCGTTTTCTTTCTC
GAACTATGCCTAATGTGAAATATTATGTAGAGTTAAAGCCTTATTCAAAAGATAAATTTGAG
AAGAATGAGTCACTTATTGAAATTTTAGGTTCTGCAGATAAGTCAGGACGATGTATAAAAG
GGCTAGGAAAATCAAATATTTCTATTTATAAGGTAAGAACAGATGTCCTAGGAAATCAGCA
TATCATCAAAAATGAGGGTGATAAGCCTAAGCTAGATTTTTAA (SEQ ID NO:474)

SEQ ID NO:475:

ATGACTTGGAGAGTTGTACATGTCAGTCAAAGTGAGAAGATGCGCTTAAAGCTTGATAACTT
ATTAGTGCAAAAGATGGGACAAGAGTTTACGGTGCCACTAAGTGATATTTCGATAATCGTTG
CAGAAGGTGGGGATACAGTTGTTACCCTTCGTCTATTAAGTGCCTTAAGTAAATATAATATT
GCCTTGGTCGTTTGTGATAACGAACATTTACCAACAGGAATTTATCACTCACAAAATGGGCA
CTTTAGAGCGTACAAGCGCTTGAAAGAACAGCTGGATTGGTCTCAGAAACAAAAGGAAAAG
GCATGGCAGATTGTAACTTATTATAAAATCAATAACCAAGAGGATGTCCTAGCCATGTTTGA
AAAAAGTCTGGACAACATTAGATTACTTTCAGACTATAAAGAGCAGATAGAACCTGGTGAT
AGAACGAATAGAGAGGGACATGCTGCCAAGGTCTACTTTAATGAGCTCTTTGGTAAACAAT
TTGTCAGAGTAACTCAGCAAGAAGCTGATGTCATCAATGCTGGTTTAAACTATGGCTATGCT
ATCATGAGGGCTCAGATGGCTAGAATAGTGGCGGGTTATGGTTTAAATGGCCTATTAGGAA
TCTTCCATAAAAATGAATACAATCAGTTTAATTTGGTTGACGATTTGATGGAGCCATTTAGA
CAGATTGTAGATGTTTGGGTATATGATAATCTACGAGATCAGGAATTCCTTAAGTATGAGTA
TAGGTTGGGATTGACAGATTTACTCAATGCTAAAATCAAATATGGCAAAGAGACTTGCTCA
GTGACAGTTGCTATGGACAAATATGTCAAAGGCTTTATCAAATATATTTCGGAAAAAGATA
GTAGTAAATTTCACTGCCCAGTGGTATCAAGTTTAGAGTGGAGAAAATAA (SEQ ID NO:475)

SEQ ID NO:476:

ATGAGGTATGAAGCATTGAGATTATTATGTTTTTTTGATTTACCAATGGAATCCAAGGATGA
AAAAAGAATATATCGTAATTTTCGTAAAGAATTAATTTCAAATGGGTTTGAAATGTTACAAT
TTTCGGTCTACTATCGCACTTGTCCTAATAGAAGCTTTGCAAATAAATTTTATAAGAAGTTA

AAGATGAGCAATCTTCCTGCTGGGAATGTGAGACTTTTGGCAGTTACTGAAAAACAATTTTC
AGAGATGACATTAATTATAGGTGGTAAAACTAAGCAAGAAGAAATCGTCAGTGATAATAAG
TTGGTGATCATATGA (SEQ ID NO:476)

SEQ ID NO:477:

ATGAAATTTTTTGTACAACATCCTTACAAAGAACGTATTGAATTAAATATTGGTGCAATCAC
ACAAATTGTTGGTCAGAATAATGAACTCAAATATTATACTTGGCAGATTTTGAGCTGGTATT
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TTGGTGGAAAAAAATACTCAAGTGAGGACTTAAGTATTTTTGATTATGAGGAGCCTACCATA
CTTGATGAGGCCAGAGAAATAGTGAAACGAAGTAGCTATCACTATATCGACATTTCAAGTTT
TAAGGATTTACTGGAGCAGATGGAATACAAGAAAGGAACACTTGCTCAGGGTTACCTTCGT
AAAATTGTCAATCAAGTTGATATTGTAGGCCATTTGGAGAAAATTAATGAACAAGTAGAGC
TTATTGAAGAAGCTATGAATCGGCATATAAACTTAAACTGTGGACAGGTAGAATACCATTTG
GAGAATCTCCCTCTAACACTAGACCAACTACTCACAAAAAATTTTAGCCCATTTTTTGCCAT
TGAGAACAAGAATCTATCTTTTGAATGGGTTTCTAATATTGATAAACTATCCCTCTTTTTAGA
AATGTTAGACCATCTTCTTTCACAAACAACAGAGAAGTATCTCATTGTGCTAAAAAATATTG
ATGGCTTTATCTCAGAAGAATCTTATACTATTTTTTATAGGCAAATCTGTCATCTGGTCAAGA
AGTATCCAAATCTAACCTTTATTTTGTTTCCTAGTGACCAAGGCTATTTAAAAATTGATGAA
GAAAATAGTAGGTTCGTCAATATTTTATCTGACCAGGTGGAACATTTGTATGATGTTGAGTT
TATGTATGAAAGGGTAATGAAATATTATCCAAGTAATGATTTTCCGACGAGAGAAGGTTTTA
GGATGTCTTTAGAAACTGTGACACCTTATTTATTGACAAAAATGCTGAGACAACCTAGTCTC
TCACTTGTTGATTCAGTAATATTGAATATCCTAAATCAGCTGTTTCATTTTAGTTACCGTATA
AGATGTTCTCAGACACCTGATAAGGAACTATTACAGAAATTTTTAGAAAGTAAGGATTGA
(SEQ ID NO:477) o o

con secuencias repetidas: SEQ ID NO: 1 hasta SEQ ID NO: 10

Combinacién funcional #2:

secuencias cas: SEQ ID NO:466 hasta SEQ ID NO:472, y SEQ ID NO:478 hasta SEQ ID NO:487 (todas las cuales son
secuencias S. thermophilus), como se muestran a continuacion:

SEQ ID NO:466:

ATGAGCGATTTATATAGTCAAAGGTCCAATTATTACCTGTCCTTATCTGAACAAAGAATTAT
CATTAAAAATGATAATAAAGAGATTGTCAAAGAAGTGTCCATTTCACTCGTTGATAATGTAT
TACTTTTTGGTAATGCACAACTGACCACCCAACTCATCAAAGCCTTGTCAAAGAACAAGGTG
AATGTTTACTATTTCTCAAATGTTGGTCAATTTATTTCTAGTATTGAAACCCACAGGCAGGAC
GAATTCCAAAAGCAAGAGTTGCAAGCAAAGGCTTATTTTGAAGAGGATTTCCGTTTAGAGG
TTGCGAGGAGTATTGCTACGACCAAGGTGAGGCACCCAATTGCCTTACTTAGAGAGTTTGAT
ACGGATGGTCTACTAGATACCTCAGATTATTCTAGGTTTGAAGATAGTGTCAATGATATTCA
GAAAGCTTATTCCATTACAGAAATTATGGGTTACGAAGGTCGCCTTGCGAAATCCTATTTTT
ACTATCTGAATTTACTCGTTCCTAATGACTTTCATTTTAATGGTAGGAGTAGACGGCCTGGG
GAGGATTGTTTTAACAGTGCCCTCAATTTTGGCTATAGTATCTTATATTCTTGCTTAATGGGC
TGATTAAGAAAAACGGGCTAAGCTTGGGATTTGGGGTAATTCACAAGCATCATCAGCATCA
TGCGACCTTGGCCAGTGATTTAATGGAAGAATGGAGACCTATCATCGTCGATAATACGCTTA
TGGAGTTGGTACGAAATGGTAAACTTCTTTTAAGTCATTTTGAAAATAAGGATCAAGACTTC
ATACTCACCCATGAAGGCAGAGAAATCTTTGCACGGGCTTTACGTTCAAGAATATTAGAAGT
CCATCAGTATATTGAGTTAGATAAAAAACGCTATTCTTTTCTTTATACAGCAGATAGGCAAA
TCAAGAGTTTGATTAGGGCTTTTAGAGAACTTGACCCTAGTCTCTATGAGACAAGTTACACA
GGAGGGCATTAATGGGACTTTACTTTAACCTCAGCGAAGAAGAGCGTGAGTTTGCCAAACA
AAAAAACCATGTTTTGTCTGATTATTTATGATATTCGAAGTAACAAACGTAGACTTAAACTC
TCGAAATTACTTGAGGGTTATGGCGTGAGGGTGCAAAAATCCTGTTTCGAAGTCGACCTGTC
AAGAAATGATTATCAGTCTCTCCTTAAGGATATCGAGGGCTTCTCCAAGGCTGATGAAGAA
GACAGCATAATAGTGTATGTGCCAACCAAAGAAGAGGTGACTAGTTTTAGCCCCTACCATA
GTGCTGAAAAATTAGATGACATTCTCTTCCCCTAAGCCTTTATAGACCTTTAATCATATGGTA
CACTATAGATAGTGTTTCCAGAGGCTCTTAAGGAAATCAAAGATAGAGAGACACTTCAAAG
ATTTTGTAGATATATGGAAGCATTAGTAGCCTATTTCAAGTTTTATGGAGGTAAAGATTAAT
GACATTCGCTAAGATTAAATTTTCAGCTCAAATTCGTTTAGAGACAGGCCTCCATATTGGTG
GAAGCGATGCTTTTGCAGCCATTGGTGCAATCGATTCGCCTGTTATTAAAGATCCTATTACC
AACCTACCGATCATTCCTGGTTCAAGTCTCAAAGGAAAAATGAGAACGCTTCTTGCCAAGGT
TTATAATGAAAAGGTAGCTGAGAAACCAAGCGATGACAGTGATATTCTTAGCCGTTTATTTG
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GGAATAGTAAAGATAAACGATTCAAAATGGGACGCTTGATTTTTCGTGATGCCTTCTTGTCA
AACGCTGATGAGCTAGACTCTCTTGGGGTAAGAAGTTATACAGAAGTAAAATTTGAAAATA
CAATTGACCGTATCACTGCCGAAGCTAATCCAAGACAAATTGAACGTGCTATTCGTACCAGT
ACTTTTGATTTCGAGTTGATTTATGAAATTACAGATGAGAATGAAAATCAAGTCGAAGAAG
ATTCCAAAGTGATTCGAGATGGTTTAAAACTGCTTGAACTTGATTATCTTGGTGGTTCTGGA
TCTCGAGGTTACGGTAAGGTTGCTTTTGAAAACCTCAAAGCTACTACCGTATTTGGTAATTA
TGATGTTAAAACATTAAATGAACTTTTAACTGCGGAGGTCTAATATGACCTATAAACTGTAT
ATTATGACCTTTCAGAATGCTCATTTTGGTTCGGGCACTCTTGATAGCTCAAAATTAACATTC
TCAGCAGACCGTATCTTCTCAGCACTAGTGCTAGAATCCCTAAAAATGGGAAAACTCGATGC
ATTTCTTGCGGAAGCTAACCAAGACAAGTTCACGCTCACAGATGCCTTTCCATTTCAATTTG
GTCCCTTTTTGCCGAAACCTATTGGTTATCCCAAACATGACCAAATAGATCAATCAGTTGAT
GTCAAAGAGGTTCGCCGTCAAGCAAAATTGTCTAAGAAACTGCAATTTCTTGCTCTAGAAAA
TGTTGACGATTATATCAATGGAGAGTTATTTGAAAATGAAGAGCATGCAGTCATCGATACTG
TGACAAAAAATCAACCACATAAGGACGGCAATCTTTATCAGGTAGCTACAACCAGATTTTC
AAATGATACGTCGCTTTACGTCATCGCAAACGAATCTGATTTGCTTAATGAGTTGATGTCTA
GTCTTCAGTATTCAGGTCTTGGTGGAAAGCGTTCAAGTGGTTTTGGTCGTTTTGAGTTAGATA
TTCAAAATATCCCACTAGAATTGTCAGATAGACTGACTAAGAATCATTCAGATAAAGTGATG
AGTCTTACGACAGCACTTCCTGTAGATGCTGACCTTGAAGAAGCAATGGAAGATGGACATT
ACTTATTAACTAAATCAAGTGGTTTTGCATTTAGTCATGCCACCAATGAGAATTATCGTAAG
CAGGATCTTTACAAATTTGCTTCTGGTTCAACTTTTAGTAAAACATTTGAAGGTCAGATTGTT
GATGTGAGACCACTTGATTTCCCTCATGCTGTTTTAAATTATGCTAAACCACTCTTCTTTAAA
TTGGAGGTATAAAAATGAAAAATGACTATAGAACATTTAAATTAAGCCTCCTGACACTTGCT
CCAATTCATATTGGTAATGGAGAGAAGTATACCTCTAGAGAATTTATCTATGAAAATAAAA
AGTTTTACTTTCCTGACATGGGGAAATTCTATAATAAAATGGTGGAGAAGAGGCTTGCTGAA
AAGTTTGAAGCATTTCTAATTCAAACTCGTCCAAATGCACGTAATAATCGTCTTATTTCCTTC
TTAAATGATAACCGAATTGCAGAGCGTTCTTTTGGAGGTTATAGTATCTCTGAAACAGGTTT
AGAATCGGACAAAAATCCTGATTCAACCGGAGCTATTAACGAAGTTAATAAATTTATTCGA
GATGCTTTTGGAAATCCCTACATTCCTGGTAGCTCACTAAAAGGTGCTATTCGTACCATTTTA
ATGAATACTACCCCTAAGTGGAATAATGAAAATGCTGTAAATGACTTTGGAAGATTTCCGA
AAGAGAATAAGAACCTTATCCCTTGGGGACCAAAAAAGGGAAAAGAATACGATGATTTGTT
TAACGCAATTCGTGTGAGTGATAGTAAGCCTTTTGATAATAAGAGTCTTATCTTAGTGCAGA
AATGGGATTATTCAGCGAAAACAAATAAAGCTAAACCACTTCCCTTGTATAGAGAATCAAT
CTCTCCATTAACAAAAATTGAATTTGAGATTACAACAACCACTGATGAAGCTGGAAGATTG
ATTGAAGAATTAGGTAAGAGAGCACAAGCGTTTTATAAAGACTATAAGGCATTTTTCCTATC
TGAATTTCCTGATGATAAGATTCAAGCCAATCTACAATACCCAATTTATTTAGGTGCGGGGA
GCGGTGCTTGGACAAAGACTCTATTTAAGCAAGCTGATGGTATTTTACAAAGACGATACAGT
CGAATGAAAACTAAAATGGTTAAAAAAGGAGTTCTTAAGCTCACAAAAGCACCTCTTAAAA
CAGTTAAGATTCCATCTGGTAATCATTCATTAGTCAAGAACCACGAGTCCTTTTATGAAATG
GGAAAAGCTAATTTCATGATTAAGGAGATTGATAAATGA (SEQ ID NO:466)

SEQ ID NO:467:

ATGAGCGATTTATATAGTCAAAGGTCCAATTATTACCTGTCCTTATCTGAACAAAGAATTAT
CATTAAAAATGATAATAAAGAGATTGTCAAAGAAGTGTCCATTTCACTCGTTGATAATGTAT
TACTTTTTGGTAATGCACAACTGACCACCCAACTCATCAAAGCCTTGTCAAAGAACAAGGTG
AATGTTTACTATTTCTCAAATGTTGGTCAATTTATTTCTAGTATTGAAACCCACAGGCAGGAC
GAATTCCAAAAGCAAGAGTTGCAAGCAAAGGCTTATTTTGAAGAGGATTTCCGTTTAGAGG
TTGCGAGGAGTATTGCTACGACCAAGGTGAGGCACCCAATTGCCTTACTTAGAGAGTTTGAT
ACGGATGGTCTACTAGATACCTCAGATTATTCTAGGTTTGAAGATAGTGTCAATGATATTCA
GAAAGCTTATTCCATTACAGAAATTATGGGTTACGAAGGTCGCCTTGCGAAATCCTATTTTT
ACTATCTGAATTTACTCGTTCCTAATGACTTTCATTTTAATGGTAGGAGTAGACGGCCTGGG
GAGGATTGTTTTAACAGTGCCCTCAATTTTGGCTATAGTATCTTATATTCTTGCTTAATGGGC
TGA (SEQ ID NO:467)
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SEQ ID NO:468:

TTGCTTAATGGGCTGATTAAGAAAAACGGGCTAAGCTTGGGATTTGGGGTAATTCACAAGC
ATCATCAGCATCATGCGACCTTGGCCAGTGATTTAATGGAAGAATGGAGACCTATCATCGTC
GATAATACGCTTATGGAGTTGGTACGAAATGGTAAACTTCTTTTAAGTCATTTTGAAAATAA
GGATCAAGACTTCATACTCACCCATGAAGGCAGAGAAATCTTTGCACGGGCTTTACGTTCAA
GAATATTAGAAGTCCATCAGTATATTGAGTTAGATAAAAAACGCTATTCTTTTCTTTATACA
GCAGATAGGCAAATCAAGAGTTTGATTAGGGCTTTTAGAGAACTTGACCCTAGTCTCTATGA
GACAAGTTACACAGGAGGGCATTAA (SEQ ID NO:468)

SEQ ID NO:469:

ATGTTTTGTCTGATTATTTATGATATTCGAAGTAACAAACGTAGACTTAAACTCTCGAAATT
ACTTGAGGGTTATGGCGTGAGGGTGCAAAAATCCTGTTTCGAAGTCGACCTGTCAAGAAAT
GATTATCAGTCTCTCCTTAAGGATATCGAGGGCTTCTCCAAGGCTGATGAAGAAGACAGCAT
AATAGTGTATGTGCCAACCAAAGAAGAGGTGACTAGTTTTAGCCCCTACCATAGTGCTGAA
AAATTAGATGACATTCTCTTCCCCTAA (SEQ ID NO:469)

SEQ ID NO:470:

ATGACATTCGCTAAGATTAAATTTTCAGCTCAAATTCGTTTAGAGACAGGCCTCCATATTGG
TGGAAGCGATGCTTTTGCAGCCATTGGTGCAATCGATTCGCCTGTTATTAAAGATCCTATTA
CCAACCTACCGATCATTCCTGGTTCAAGTCTCAAAGGAAAAATGAGAACGCTTCTTGCCAAG
GTTTATAATGAAAAGGTAGCTGAGAAACCAAGCGATGACAGTGATATTCTTAGCCGTTTATT
TGGGAATAGTAAAGATAAACGATTCAAAATGGGACGCTTGATTTTTCGTGATGCCTTCTTGT
CAAACGCTGATGAGCTAGACTCTCTTGGGGTAAGAAGTTATACAGAAGTAAAATTTGAAAA
TACAATTGACCGTATCACTGCCGAAGCTAATCCAAGACAAATTGAACGTGCTATTCGTACCA
GTACTTTTGATTTCGAGTTGATTTATGAAATTACAGATGAGAATGAAAATCAAGTCGAAGAA
GATTCCAAAGTGATTCGAGATGGTTTAAAACTGCTTGAACTTGATTATCTTGGTGGTTCTGG
ATCTCGAGGTTACGGTAAGGTTGCTTTTGAAAACCTCAAAGCTACTACCGTATTTGGTAATT
ATGATGTTAAAACATTAAATGAACTTTTAACTGCGGAGGTCTAA (SEQ ID NO:470)

SEQ ID NO:471:

ATGACCTATAAACTGTATATTATGACCTTTCAGAATGCTCATTTTGGTTCGGGCACTCTTGAT
AGCTCAAAATTAACATTCTCAGCAGACCGTATCTTCTCAGCACTAGTGCTAGAATCCCTAAA
AATGGGAAAACTCGATGCATTTCTTGCGGAAGCTAACCAAGACAAGTTCACGCTCACAGAT
GCCTTTCCATTTCAATTTGGTCCCTTTTTGCCGAAACCTATTGGTTATCCCAAACATGACCAA
ATAGATCAATCAGTTGATGTCAAAGAGGTTCGCCGTCAAGCAAAATTGTCTAAGAAACTGC
AATTTCTTGCTCTAGAAAATGTTGACGATTATATCAATGGAGAGTTATTTGAAAATGAAGAG
CATGCAGTCATCGATACTGTGACAAAAAATCAACCACATAAGGACGGCAATCTTTATCAGG
TAGCTACAACCAGATTTTCAAATGATACGTCGCTTTACGTCATCGCAAACGAATCTGATTTG
CTTAATGAGTTGATGTCTAGTCTTCAGTATTCAGGTCTTGGTGGAAAGCGTTCAAGTGGTTTT
GGTCGTTTTGAGTTAGATATTCAAAATATCCCACTAGAATTGTCAGATAGACTGACTAAGAA
TCATTCAGATAAAGTGATGAGTCTTACGACAGCACTTCCTGTAGATGCTGACCTTGAAGAAG
CAATGGAAGATGGACATTACTTATTAACTAAATCAAGTGGTTTTGCATTTAGTCATGCCACC
AATGAGAATTATCGTAAGCAGGATCTTTACAAATTTGCTTCTGGTTCAACTTTTAGTAAAAC
ATTTGAAGGTCAGATTGTTGATGTGAGACCACTTGATTTCCCTCATGCTGTTTTAAATTATGC
TAAACCACTCTTCTTTAAATTGGAGGTATAA (SEQ ID NO:471)

SEQ ID NO:472:

ATGAAAAATGACTATAGAACATTTAAATTAAGCCTCCTGACACTTGCTCCAATTCATATTGG
TAATGGAGAGAAGTATACCTCTAGAGAATTTATCTATGAAAATAAAAAGTTTTACTTTCCTG
ACATGGGGAAATTCTATAATAAAATGGTGGAGAAGAGGCTTGCTGAAAAGTTTGAAGCATT
TCTAATTCAAACTCGTCCAAATGCACGTAATAATCGTCTTATTTCCTTCTTAAATGATAACCG
AATTGCAGAGCGTTCTTTTGGAGGTTATAGTATCTCTGAAACAGGTTTAGAATCGGACAAAA
ATCCTGATTCAACCGGAGCTATTAACGAAGTTAATAAATTTATTCGAGATGCTTTTGGAAAT
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CCCTACATTCCTGGTAGCTCACTAAAAGGTGCTATTCGTACCATTTTAATGAATACTACCCCT
AAGTGGAATAATGAAAATGCTGTAAATGACTTTGGAAGATTTCCGAAAGAGAATAAGAACC
TTATCCCTTGGGGACCAAAAAAGGGAAAAGAATACGATGATTTGTTTAACGCAATTCGTGT
GAGTGATAGTAAGCCTTTTGATAATAAGAGTCTTATCTTAGTGCAGAAATGGGATTATTCAG
CGAAAACAAATAAAGCTAAACCACTTCCCTTGTATAGAGAATCAATCTCTCCATTAACAAA
AATTGAATTTGAGATTACAACAACCACTGATGAAGCTGGAAGATTGATTGAAGAATTAGGT
AAGAGAGCACAAGCGTTTTATAAAGACTATAAGGCATTTTTCCTATCTGAATTTCCTGATGA
TAAGATTCAAGCCAATCTACAATACCCAATTTATTTAGGTGCGGGGAGCGGTGCTTGGACAA
AGACTCTATITAAGCAAGCTGATGGTATTTTACAAAGACGATACAGTCGAATGAAAACTAA
AATGGTTAAAAAAGGAGTTCTTAAGCTCACAAAAGCACCTCTTAAAACAGTTAAGATTCCA
TCTGGTAATCATTCATTAGTCAAGAACCACGAGTCCTTTTATGAAATGGGAAAAGCTAATTT
CATGATTAAGGAGATTGATAAATGA (SEQ ID NO:472)

SEQ ID NO:478:

ATGAGCGATTTATATAGTCAAAGGTCCAATTATTACCTGTCCTTATCTGAACAAAGAATTAT
CATTAAAAATGATAATAAAGAGATTGTCAAAGAAGTGTCCATTTCACTCGTTGATAATGTAT
TACTTTTTGGTAATGCACAACTGACCACCCAACTCATCAAAGCCTTGTCAAAGAACAAGGTG
AATGTTTACTATTTCTCAAATGTTGGTCAATTTATTTCTAGTATTGAAACCCACAGGCAGGAC
GAATTCCAAAAGCAAGAGTTGCAAGCAAAGGCTTATTTTGAAGAGGATTTCCGTTTAGAGG
TTGCGAGGAGTATTGCTACGACCAAGGTGAGGCACCCAATTGCCTTACTTAGAGAGTTTGAT
ACGGATGGTCTACTAGATACCTCAGATTATTCTAGGTTTGAAGATAGTGTCAATGATATTCA
GAAAGCTTATTCCATTACAGAAATTATGGGTTACGAAGGTCGCCTTGCGAAATCCTATTTTT
ACTATCTGAATTTACTCGTTCCTAATGACTTTCATTTTAATGGTAGGAGTAGACGGCCTGGG
GAGGATTGTTTTAACAGTGCCCTCAATTTTGGCTATAGTATCTTATATTCTTGCTTAATGGGC
TGATTAAGAAAAACGGGCTAAGCTTGGGATTTGGGGTAATTCACAAGCATCATCAGCATCA
TGCGACCTTGGCCAGTGATTTAATGGAAGAATGGAGACCTATCATCGTCGATAATACGCTTA
TGGAGTTGGTACGAAATGGTAAACTTCTTTTAAGTCATTTTGAAAATAAGGATCAAGACTTC
ATACTCACCCATGAAGGCAGAGAAATCTTTGCACGGGCTTTACGTTCAAGAATATTAGAAGT
CCATCAGTATATTGAGTTAGATAAAAAACGCTATTCTTTTCTTTATACAGCAGATAGGCAAA
TCAAGAGTTTGATTAGGGCTTTTAGAGAACTTGACCCTAGTCTCTATGAGACAAGTTACACA
GGAGGGCATTAATGGGACTTTACTTTAACCTCAGCGAAGAAGAGCGTGAGTTTGCCAAACA
AAAAACCATGTTTTGTCTGATTATTTATGATATTCGAAGTAACAAACGTAGACTTAAACTCT
CGAAATTACTTGAGGGTTATGGCGTGAGGGTGCAAAAATCCTGTTTCGAAGTCAACCTGTCA
AGAAATGATTATCAGTCTCTCCTTAAGGATATCGAGGGCTTCTACAAGGCTGATGAAGAAG
ACAGCATAATAGTGTATGTGACAACCAAAGAAGAGGTGACTAGTTTTAGCCCCTACCATAG
TGCTGAAAAATTAGATGACATTCTCTTCTTCTAAGCCTTTATAGACCTTTAATCATATGGTAC
ACTATAGATAGTGTTTCCAGTAGGTCCTACATCTTGTGCCTCTAGCAACTGCCTAGAGCACA
AGATATGGGGATATAAACCTAATTACCTCGAGAGGGGACGGAAACGCTTTCTAGCTCGCTA
TAATTACCCATTCCTAGAAAGATATAAACCTAATTACCTCGAGAGGGGACGGAAACTTTGA
ATAGTCTTTGAATCGCATTTGAACCATATAGATATAAACCTAATTACCTCGAGAGGGGACGG
AAACAGGTTTTTTGCCATAGATTTTCCAAGACCTTCCCAACTGATATAAACCTAATTACCTC
GAGAGGGGACGGAAACGCTTTCTAGCTCGCTATAATTACCCATTCCTAGAAAGATATAAAC

- CTAATTACCTCGAGAGGGGACTTTTTTGAAAATTTTGAAAACAGTATTGATACCGCTTCCAG
AAAGTGTTAGACTAAAAGCACATTAAGGGCGCCCCAATGAGTTGAAAAGTACTTTCAGCTT
TTGGGGTTTTTTCATACAAAGATGAAGGAGTCGAATGAAAAAATTAGTATTTACTTTTAAAA
GGATCGACCATCCTGCACAAGATTTGGCTGTTAAATTTCATGGCTTCTTGATGGAGCAGTTG
GATAGTGACTATGTTGATTATCTGCATCAGCAGCAAACAAATCCCTATGCGACCAAGGTAAT
CCAAGGGAAAGAAAACACGCAGTGGGTTGTACATCTGCTCACAGACGACATCGAGGATAAG
GTTTTTATGACCTTATTACAGATTAAAGAGGTGTCCTTAAACGATCTGCCTAAACTCAGTGT
CGAAAAAGTTGAGATTCAGGAGTTGGGGGCAGATAAACTGTTAGAGATTTTCAATAGTGAG
GAAAATCAAACCTATTTTTCAATTATTTTTGAGACTCCAACAGGTTTTAAATCTCAAGGTTCC
TACGTCATCTTCCCGTCTATGCGTTTGATTTTTCAAAGTTTGATGCAAAAGTATGGAAGGTTG
GTTGAAAATCAACCTGAAATTGAAGAGGATACCTTAGATTACCTATCTGAACACAGCACTAT
CACGAATTATCGCTTGGAGACGAGTTATTTCAGGGTGCACAGGCAACGAATTCCTGCCTTTA
GAGGAAAGTTAACCTTTAAAGTACAAGGCGCCCAAACTCTAAAAGCTTATGTCAAAATGCT
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TCTAACATTCGGTGAATATTCAGGTCTTGGCATGAAAACGAGTCTCGGTATGGGAGGGATA
AAGCTTGAAGAAAGAAAAGATTGATTTATTTTACGGAGCTCTTTTGCATGATATCGGTAAGG
TCATTCAAAGGGCGACAGGAGAACGAAAAAAACACGCCTTGGTAGGCGCGGATTGGTTTGA
TGAGATTGCTGATAATCAAGTTATTTCCGATCAAATTAGATATCACATGGCTAACTACCAGA
GTGATAAACTTGGAAATGACCATCTTGCTTACATAACTTATATCGCTGATAACATTGCCTCT
GGTGTCGACAGAAGACAGTCAAATGAGGAGAGTGACGAGGATACATCAGCTAAGATTTGG
GATACCTATACAAACCAGGCTGATATTTTTAACGTTTTTGGGGCACAAACGGATAAACGCTA
CTTTAAACCGACGGTTCTAAACTTGAAATCTAAACCTAACTTTGCGTCGGCAACATATGAAC
CTTTCTCAAAAGGTGATTATGCGGCAATTGCGACTCGTATCAAAAATGAATTGGCAGAATTT
GAGTTTAATCAAGTACAAATTGACTCTTTGTTAAATCTGTTCGAAGCAACCCTCTCTTTTGTG
CCTTCTTCGACTAATACTAAAGAAATCGCTGATATTTCACTTGCTGATCATAGTCGTCTGACA
GCAGCTTTTGCTCTAGCCATCTATGATTACTTGGAAGACAAAGGTCGTCATAACTATAAGGA
GGACTTGTTTACTAAAGCATCAGCCTTTTATGAGGAAGAAGCTTTTCTCCTAGCTAGCTTTG
ACTTATCAGGGATTCAAGACTTTATCTATAATATTAATATTGCGACGAATGGTGCTGCTAAA
CAATTGAAGGCTAGATCTTTATATCTTGACTTTATGAGCGAGTATATAGCAGACAGTTTACT
TGATAAACTAGGCCTCAATCGGGCTAATATGCTCTATGTCGGTGGGGGACATGCTTACTTTG
TCCTAGCCAATACTGAAAAAACGGTAGAAACACTCGTTCAATTTGAAAAAGATTTCAATCA .
ATTTTTATTGGCAAATTTCCAAACCAGATTATATGTTGCCTTTGGTTGGGGAAGCTTTGCGGC
TAAGGATATCATGAGCGAACTGAACTCACCTGAAAGCTATAGACAGGTCTATCAAAAGGCT
AGTCGCATGATTTCTGAGAAAAAAATCTCAAGGTATGATTATCAAACCCTTATGTTGTTGAA
CAGGGGCGGTAAATCTTCTGAAAGAGAGTGCGAGATTTGTCATTCCGTTGAGAATTTAGTTG
CTTATCATGACCAAAAAGTGTGTGACATITGTCGAGGCTTGTATCAATTTTCTAAAGAGATT
GCCCATGACCATTTCATTATCACTGAAAATGAAGGGCTTCCTATTGGTCCGAACGCATGTCT
TAAGGGTGTTGCATTTGAAAAGCTGAGCCAAGAAGCTTTTTCCCGTGTCTATGTCAAAAATG
ACTATAAGGCTGGTACAGTTAAGGCAACCCATGTTTTTGTTGGAGATTACCAGTATGATGAA
ATATACAATTATGCTGCCTTATCTAAAAACGAAAATGGGTTAGGTATTAAACGTTTAGCTGT
TGTACGTCTTGACGTGGATGATTTGGGAGCAGCCTTTATGGCTGGCTTCTCCCAACAAGGAA
ATGGGCAATATAGTACTCTATCACGCTCAGCCACTTTCTCTCGAAGCATGAGTCTTTTCTTCA
AGGTTTATATTAACCAGTTTGCTAGTGATAAGAAGCTCTCTATCATCTATGCCGGTGGGGAT
GATGTTTTTGCTATTGGCTCTTGGCAAGATATTATTGCCTTTACTGTTGAACTTCGTGAGAAC
TTCATTAAATGGACAAATGGAAAACTAACACTATCAGCTGGTATCGGTCTGTTTGCTGATAA
GACCCCTATTAGCTTAATGGCACATCAAACAGGGGAGCTAGAAGAAACAGCTAAAGGCAAT
GAGAAAGATAGTATTTCACTCTTTAGTTCCGACTATACCTTTAAATTTGATCGGTTTATCACT
AATGTTTACGACGATAAGTTAGAGCAGATTCGCTATTTCTTTAATCACCAAGATGAACGAGG
CAAGAATTTCATTTATAAATTGATTGAATTGCTTCGAAATTATGATCGTATGAATATGGCAC
GTTTAGCTTATTATTTAACACGACTTGAAGAATTGACGCGTGAAACAGACAGGGATAAATTT
AAAACATTTAAAAATTTATTCTATTCTTGGTACACAAATAAGGATGATAAGGATAGAAAAG
AAGCAGAGTTAGCCTTGCTTCTCTATATCTATGAGATTAGAAAGGATTAGGATATGACAATC
TTGACTGATGAGAATTACGTTGATATTGCAGAAAAAGCAATTCTAAAACTAGAAAGAAATA
CTAGGAACAGAAAGAATCCTGATGCCTTCTTTCTTACAACAAGTAAGCTCAGAAACTTGCTG
AGCTTAACTAGTACACTTTTTGATGAGAGTAAGGTCAAAGAATATGATGCTCTCCTTGATCG
TATTGCTTATTTAAGAGTACAATTTGTCTACCAAGCAGGTAGAGAGATTGCAGTAAAAGATC
TGATAGAAAAGGCTCAAATTCTTGAGGCTCTTAAGGAAATCAAAGATAGAGAGACACTTCA
AAGATTTTGTAGATATATGGAAGCATTAGTAGCCTATTTCAAGTTTTATGGAGGTAAAGATT
AATGACATTCGCTAAGATTAAATTTTCAGCTCAAATTCGTTTAGAGACAGGCCTCCATATTG
GTGGAAGCGATGCTTTTGCAGCCATTGGTGCAATCGATTCGCCTGTTATTAAAGATCCTATT
ACCAACCTACCGATCATTCCTGGTTCAAGTCTCAAAGGAAAAATGAGAACGCTTCTTGCCAA
GGTTTATAATGAAAAGGTAGCTGAGAAACCAAGCGATGACAGTGATATTCTTAGCCGTTTAT
TTGGGAATAGTAAAGATAAACGATTCAAAATGGGACGCTTGATTTTTCGTGATGCCTTCTTG
TCAAACGCTGATGAGCTAGACTCTCTTGGGGTAAGAAGTTATACAGAAGTAAAATTTGAAA
ATACAATTGACCGTATCACTGCCGAAGCTAATCCAAGACAAATTGAACGTGCTATTCGTACC
AGTACTTTTGATTTCGAGTTGATTTATGAAATTACAGATGAGAATGAAAATCAAGTCGAAGA
AGATTTCAAAGTGATTCGAGATGGTTTAAAACTGCTTGAACTTGATTATCTTGGTGGTTCTG
GATCTCGAGGTTACGGTAAGGTTGCTTTTGAAAAACTCAAAGCTACTACCGTATTTGGTAAT
TATGATGTTAAAACATTAAATGAACTTTTAACTGCGGAGGTCTAATATGACCTATAAACTGT
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ATATTATGACCTTTCAGAATGCTCATTTTGGTTCGGGCACTCTTGATAGCTCAAAATTAACAT
TCTCAGCAGACCGTATCTTCTCAGCACTAGTGCTAGAATCCCTAAAAATGGGAAAACTCGAT
GCATTTCTTGCGGAAGCTAACCAAGACAAGTTCACGCTCACAGATGCCTTTCCATTTCAATT
TGGTCCCTTTTTGCCGAAACCGATTGGTTATCCCAAACATGACCAAATAGATCAATCAGTTG
ATGTCAAAGAGGTTCGCCGTCAAGCAAAATTGTCTAAGAAACTGCAATTTCTTGCTCTAGAA
AATGTTGACGATTATCTCAATGGAGAGTTATTTGAAAATGAAGAGCATGCAGTCATCGATAC
TGTGACAAAAAATCAACCACATAAGGACGGCAATCTTTATCAGGTAGCTACAACCAGATTT
TCAAATGATACGTCGCTTTACGTCATCGCAAACGAATCTGATTTGCTTAATGAGTTGATGTC
TAGTCTTCAGTATTCAGGTCTTGGTGGAAAGCGTTCAAGTGGTTTTGGTCGTTTTGAGTTAGA
TATTCAAAATATCCCACTAGAATTGTCAGATAGACTGACTAAGAATCATTCAGATAAAGTGA
TGAGTCTTACGACAGCACTTCCTGTAGATGCTGACCTTGAAGAAGCAATGGAAGATGGACA
TTACTTATTAACTAAATCAAGTGGTTTTGCATTTAGTCATGCTACCAATGAGAATTATCGTAA
GCAGGATCTTTACAAATTTGCTTCTGGTTCAACTTTTAGTAAAACATTTGAAGGTCAGATTGT
TGATGTGAGACCACTTGATTTCCCTCATGCTGTTTTAAATTATGCTAAACCACTCTTCTTTAA
ATTGGAGGTATAAAAATGAAAAATGACTATAGAACATTTAAATTAAGCCTCCTGACACTTG
CTCCAATTCATATTGGTAATGGAGAGAAGTATACCTCTAGAGAATTTATCTATGAAAATAAG
AAGTTTTACTTTCCTGACATGGGGAAATTCTATAATAAAATGGTGGAGAAGAGGCTTGCTGA
AAAGTTTGAAGCATTTCTAATTCAAACTCGTCCAAATGCACGTAATAATCGTCTTATTTCCTT
CTTAAATGATAACCGAATTGCAGAGCGTTCTTTTGGAGGTTATAGTATCTCTGAAACAGGTT
TAGAATCGGACAAAAATCCTGATTCAGCCGGAGCTATTAACGAAGTTAATAAATTTATTCGA
GATGCTTTTGGAAATCCCTACATTCCTGGTAGCTCACTAAAAGGTGCTATTCGTACCATTTTA
ATGAATACTACCCCTAAGTGGAATAATGAAAATGCTGTAAATGACTTTGGAAGATTTCCGA
AAGAGAATAAGAACCTTATCCCTTGGGGACCAAAAAAGGGAAAAGAATACGATGATTTGTT
TAACGCAATTCGTGTGAGTGATAGTAAGCCTTTTGATAATAAGAGTCTTATCTTAGTGCAGA
AATGGGATTATTCAGCGAAAACAAATAAAGCTAAACCACTTCCCTTGTATAGAGAATCAAT
CTCTCCATTAACAAAAATTGAATTTGAGATTACAACAACCACTGATGAAGCTGGAAGATTG
ATTGAAGAATTAGGTAAGAGAGCACAAGCGTTTTATAAAGACTATAAGGCATTTTTCCTATC
TGAATTTCCTGATGATAAGATTCAAGCCAATCTACAATACCCAATTTATTTAGGTGCGGGGA
GCGGTGCTTGGACAAAGACTCTATTTAAGCAAGCTGATGGTATTTTACAAAGACGATACAGT
CGAATGAAAACTAAAATGGTTAAAAAAGGAGTTCTTAAGCTCACAAAAGCACCTCTTAAAA
CAGTTAAGATTCCATCTGGTAATCATTCATTAGTCAAGAACCACGAGTCCTTTTATGAAATG
GGAAAAGCTAATTTCATGATTAAGGAGATTGATAAATGA (SEQ ID NO:478)

SEQ ID NO:479:

ATGAGCGATTTATATAGTCAAAGGTCCAATTATTACCTGTCCTTATCTGAACAAAGAATTAT
CATTAAAAATGATAATAAAGAGATTGTCAAAGAAGTGTCCATTTCACTCGTTGATAATGTAT
TACTTTTTGGTAATGCACAACTGACCACCCAACTCATCAAAGCCTTGTCAAAGAACAAGGTG
AATGTTTACTATTTCTCAAATGTTGGTCAATTTATTTCTAGTATTGAAACCCACAGGCAGGAC
GAATTCCAAAAGCAAGAGTTGCAAGCAAAGGCTTATTTTGAAGAGGATTTCCGTTTAGAGG
TTGCGAGGAGTATTGCTACGACCAAGGTGAGGCACCCAATTGCCTTACTTAGAGAGTTTGAT
ACGGATGGTCTACTAGATACCTCAGATTATTCTAGGTTTGAAGATAGTGTCAATGATATTCA
GAAAGCTTATTCCATTACAGAAATTATGGGTTACGAAGGTCGCCTTGCGAAATCCTATTTTT
ACTATCTGAATTTACTCGTTCCTAATGACTTTCATTTTAATGGTAGGAGTAGACGGCCTGGG
GAGGATTGTTTTAACAGTGCCCTCAATTTTGGCTATAGTATCTTATATTCTTGCTTAATGGGC
TGA (SEQ ID NO:479)

SEQ ID NO:480:

TTGCTTAATGGGCTGATTAAGAAAAACGGGCTAAGCTTGGGATTTGGGGTAATTCACAAGC
ATCATCAGCATCATGCGACCTTGGCCAGTGATTTAATGGAAGAATGGAGACCTATCATCGTC
GATAATACGCTTATGGAGTTGGTACGAAATGGTAAACTTCTTTTAAGTCATTTTGAAAATAA
GGATCAAGACTTCATACTCACCCATGAAGGCAGAGAAATCTTTGCACGGGCTTTACGTTCAA
GAATATTAGAAGTCCATCAGTATATTGAGTTAGATAAAAAACGCTATTCTTTTCTTTATACA
GCAGATAGGCAAATCAAGAGTTTGATTAGGGCTTTTAGAGAACTTGACCCTAGTCTCTATGA
GACAAGTTACACAGGAGGGCATTAA (SEQ ID NO:480)
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SEQ ID NO:481:

ATGGGACTTTACTTTAACCTCAGCGAAGAAGAGCGTGAGTTTGCCAAACAAAAAACCATGT
TTTGTCTGATTATTTATGATATTCGAAGTAACAAACGTAGACTTAAACTCTCGAAATTACTTG
AGGGTTATGGCGTGAGGGTGCAAAAATCCTGTTTCGAAGTCAACCTGTCAAGAAATGATTA
TCAGTCTCTCCTTAAGGATATCGAGGGCTTCTACAAGGCTGATGAAGAAGACAGCATAATA
GTGTATGTGACAACCAAAGAAGAGGTGACTAGTTTTAGCCCCTACCATAGTGCTGAAAAAT
TAGATGACATTCTCTTCTTCTAA (SEQ ID NO:481)

SEQ ID NO:482:

ATGAAAAAATTAGTATTTACTTTTAAAAGGATCGACCATCCTGCACAAGATTTGGCTGTTAA
ATTTCATGGCTTCTTGATGGAGCAGTTGGATAGTGACTATGTTGATTATCTGCATCAGCAGC
AAACAAATCCCTATGCGACCAAGGTAATCCAAGGGAAAGAAAACACGCAGTGGGTTGTACA
TCTGCTCACAGACGACATCGAGGATAAGGTTTTTATGACCTTATTACAGATTAAAGAGGTGT
CCTTAAACGATCTGCCTAAACTCAGTGTCGAAAAAGTTGAGATTCAGGAGTTGGGGGCAGA
TAAACTGTTAGAGATTTTCAATAGTGAGGAAAATCAAACCTATTTTTCAATTATTTTTGAGA
CTCCAACAGGTTTTAAATCTCAAGGTTCCTACGTCATCTTCCCGTCTATGCGTTTGATTTTTC
AAAGTTTGATGCAAAAGTATGGAAGGTTGGTTGAAAATCAACCTGAAATTGAAGAGGATAC
CTTAGATTACCTATCTGAACACAGCACTATCACGAATTATCGCTTGGAGACGAGTTATTTCA
GGGTGCACAGGCAACGAATTCCTGCCTTTAGAGGAAAGTTAACCTTTAAAGTACAAGGCGC
CCAAACTCTAAAAGCTTATGTCAAAATGCTTCTAACATTCGGTGAATATTCAGGTCTTGGCA
TGAAAACGAGTCTCGGTATGGGAGGGATAAAGCTTGAAGAAAGAAAAGATTGA (SEQ ID
NO:482)

SEQ ID NO:483:

TTGAAGAAAGAAAAGATTGATTTATTTTACGGAGCTCTTTTGCATGATATCGGTAAGGTCAT
TCAAAGGGCGACAGGAGAACGAAAAAAACACGCCTTGGTAGGCGCGGATTGGTTTGATGA
GATTGCTGATAATCAAGTTATTTCCGATCAAATTAGATATCACATGGCTAACTACCAGAGTG
ATAAACTTGGAAATGACCATCTTGCTTACATAACTTATATCGCTGATAACATTGCCTCTGGT
GTCGACAGAAGACAGTCAAATGAGGAGAGTGACGAGGATACATCAGCTAAGATTTGGGAT
ACCTATACAAACCAGGCTGATATTTTTAACGTTTTTGGGGCACAAACGGATAAACGCTACTT
TAAACCGACGGTTCTAAACTTGAAATCTAAACCTAACTTTGCGTCGGCAACATATGAACCTT
TCTCAAAAGGTGATTATGCGGCAATTGCGACTCGTATCAAAAATGAATTGGCAGAATTTGA
GTTTAATCAAGTACAAATTGACTCTTTGTTAAATCTGTTCGAAGCAACCCTCTCTTTTGTGCC
TTCTTCGACTAATACTAAAGAAATCGCTGATATTTCACTTGCTGATCATAGTCGTCTGACAG
CAGCTTTTGCTCTAGCCATCTATGATTACTTGGAAGACAAAGGTCGTCATAACTATAAGGAG
GACTTGTTTACTAAAGCATCAGCCTTTTATGAGGAAGAAGCTTTTCTCCTAGCTAGCTTTGAC
TTATCAGGGATTCAAGACTTTATCTATAATATTAATATTGCGACGAATGGTGCTGCTAAACA
ATTGAAGGCTAGATCTTTATATCTTGACTTTATGAGCGAGTATATAGCAGACAGTTTACTTG
ATAAACTAGGCCTCAATCGGGCTAATATGCTCTATGTCGGTGGGGGACATGCTTACTTTGTC
CTAGCCAATACTGAAAAAACGGTAGAAACACTCGTTCAATTTGAAAAAGATTTCAATCAAT
TTTTATTGGCAAATTTCCAAACCAGATTATATGTTGCCTTTGGTTGGGGAAGCTTTGCGGCTA
AGGATATCATGAGCGAACTGAACTCACCTGAAAGCTATAGACAGGTCTATCAAAAGGCTAG
TCGCATGATTTCTGAGAAAAAAATCTCAAGGTATGATTATCAAACCCTTATGTTGTTGAACA
GGGGCGGTAAATCTTCTGAAAGAGAGTGCGAGATTTGTCATTCCGTTGAGAATTTAGTTGCT
TATCATGACCAAAAAGTGTGTGACATTTGTCGAGGCTTGTATCAATTTTCTAAAGAGATTGC
CCATGACCATTTCATTATCACTGAAAATGAAGGGCTTCCTATTGGTCCGAACGCATGTCTTA
AGGGTGTTGCATTTGAAAAGCTGAGCCAAGAAGCTTTTTCCCGTGTCTATGTCAAAAATGAC
TATAAGGCTGGTACAGTTAAGGCAACCCATGTTTTTGTTGGAGATTACCAGTATGATGAAAT
ATACAATTATGCTGCCTTATCTAAAAACGAAAATGGGTTAGGTATTAAACGTTTAGCTGTTG
TACGTCTTGACGTGGATGATTTGGGAGCAGCCTTTATGGCTGGCTTCTCCCAACAAGGAAAT
GGGCAATATAGTACTCTATCACGCTCAGCCACTTTCTCTCGAAGCATGAGTCTTTTCTTCAAG
GTTTATATTAACCAGTTTGCTAGTGATAAGAAGCTCTCTATCATCTATGCCGGTGGGGATGA
TGTTTTTGCTATTGGCTCTTGGCAAGATATTATTGCCTTTACTGTTGAACTTCGTGAGAACTT
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CATTAAATGGACAAATGGAAAACTAACACTATCAGCTGGTATCGGTCTGTTTGCTGATAAGA
CCCCTATTAGCTTAATGGCACATCAAACAGGGGAGCTAGAAGAAACAGCTAAAGGCAATGA
GAAAGATAGTATTTCACTCTTTAGTTCCGACTATACCTTTAAATTTGATCGGTTTATCACTAA
TGTTTACGACGATAAGTTAGAGCAGATTCGCTATTTCTTTAATCACCAAGATGAACGAGGCA
AGAATTTCATTTATAAATTGATTGAATTGCTTCGAAATTATGATCGTATGAATATGGCACGT
TTAGCTTATTATTTAACACGACTTGAAGAATTGACGCGTGAAACAGACAGGGATAAATTTAA
AACATTTAAAAATTTATTCTATTCTTGGTACACAAATAAGGATGATAAGGATAGAAAAGAA
GCAGAGTTAGCCTTGCTTCTCTATATCTATGAGATTAGAAAGGATTAG (SEQ ID NO:483)

_SEQ ID NO:484:

ATGACAATCTTGACTGATGAGAATTACGTTGATATTGCAGAAAAAGCAATTCTAAAACTAG
AAAGAAATACTAGGAACAGAAAGAATCCTGATGCCTTCTTTCTTACAACAAGTAAGCTCAG
AAACTTGCTGAGCTTAACTAGTACACTTTTTGATGAGAGTAAGGTCAAAGAATATGATGCTC
TCCTTGATCGTATTGCTTATTTAAGAGTACAATTTGTCTACCAAGCAGGTAGAGAGATTGCA
GTAAAAGATCTGATAGAAAAGGCTCAAATTCTTGAGGCTCTTAAGGAAATCAAAGATAGAG
AGACACTTCAAAGATTTTGTAGATATATGGAAGCATTAGTAGCCTATTTCAAGTTTTATGGA
GGTAAAGATTAA (SEQ ID NQ:484)

SEQ ID NO:485:

ATGACATTCGCTAAGATTAAATTTTCAGCTCAAATTCGTTTAGAGACAGGCCTCCATATTGG
TGGAAGCGATGCTTTTGCAGCCATTGGTGCAATCGATTCGCCTGTTATTAAAGATCCTATTA
CCAACCTACCGATCATTCCTGGTTCAAGTCTCAAAGGAAAAATGAGAACGCTTCTTGCCAAG
GTTTATAATGAAAAGGTAGCTGAGAAACCAAGCGATGACAGTGATATTCTTAGCCGTTTATT
TGGGAATAGTAAAGATAAACGATTCAAAATGGGACGCTTGATTTTTCGTGATGCCTTCTTGT
CAAACGCTGATGAGCTAGACTCTCTTGGGGTAAGAAGTTATACAGAAGTAAAATTTGAAAA
TACAATTGACCGTATCACTGCCGAAGCTAATCCAAGACAAATTGAACGTGCTATTCGTACCA
GTACTTTTGATTTCGAGTTGATTTATGAAATTACAGATGAGAATGAAAATCAAGTCGAAGAA
GATTTCAAAGTGATTCGAGATGGTTTAAAACTGCTTGAACTTGATTATCTTGGTGGTTCTGG
ATCTCGAGGTTACGGTAAGGTTGCTTTTGAAAAACTCAAAGCTACTACCGTATTTGGTAATT
ATGATGTTAAAACATTAAATGAACTTTTAACTGCGGAGGTCTAA (SEQ ID NO:485)

SEQ ID NO:486:

ATGACCTATAAACTGTATATTATGACCTTTCAGAATGCTCATTTTGGTTCGGGCACTCTTGAT
AGCTCAAAATTAACATTCTCAGCAGACCGTATCTTCTCAGCACTAGTGCTAGAATCCCTAAA
AATGGGAAAACTCGATGCATTTCTTGCGGAAGCTAACCAAGACAAGTTCACGCTCACAGAT
GCCTTTCCATTTCAATTTGGTCCCTTTTTGCCGAAACCGATTGGTTATCCCAAACATGACCAA
ATAGATCAATCAGTTGATGTCAAAGAGGTTCGCCGTCAAGCAAAATTGTCTAAGAAACTGC
AATTTCTTGCTCTAGAAAATGTTGACGATTATCTCAATGGAGAGTTATTTGAAAATGAAGAG
CATGCAGTCATCGATACTGTGACAAAAAATCAACCACATAAGGACGGCAATCTTTATCAGG
TAGCTACAACCAGATTTTCAAATGATACGTCGCTTTACGTCATCGCAAACGAATCTGATTTG
CTTAATGAGTTGATGTCTAGTCTTCAGTATTCAGGTCTTGGTGGAAAGCGTTCAAGTGGTTTT
GGTCGTTTTGAGTTAGATATTCAAAATATCCCACTAGAATTGTCAGATAGACTGACTAAGAA
TCATTCAGATAAAGTGATGAGTCTTACGACAGCACTTCCTGTAGATGCTGACCTTGAAGAAG
CAATGGAAGATGGACATTACTTATTAACTAAATCAAGTGGTTTTGCATTTAGTCATGCTACC
AATGAGAATTATCGTAAGCAGGATCTTTACAAATTTGCTTCTGGTTCAACTTTTAGTAAAAC
ATTTGAAGGTCAGATTGTTGATGTGAGACCACTTGATTTC CCTCATGCTG’ITTTAAATTATGC
TAAACCACTCTTCTTTAAATTGGAGGTATAA (SEQ ID NO:486)

SEQ ID NO:487

ATGAAAAATGACTATAGAACATTTAAATTAAGCCTCCTGACACTTGCTCCAATTCATATTGG
TAATGGAGAGAAGTATACCTCTAGAGAATTTATCTATGAAAATAAGAAGTTTTACTTTCCTG
ACATGGGGAAATTCTATAATAAAATGGTGGAGAAGAGGCTTGCTGAAAAGTTTGAAGCATT
TCTAATTCAAACTCGTCCAAATGCACGTAATAATCGTCTTATTTCCTTCTTAAATGATAACCG
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AATTGCAGAGCGTTCTTTTGGAGGTTATAGTATCTCTGAAACAGGTTTAGAATCGGACAAAA
ATCCTGATTCAGCCGGAGCTATTAACGAAGTTAATAAATTTATTCGAGATGCTTTTGGAAAT
CCCTACATTCCTGGTAGCTCACTAAAAGGTGCTATTCGTACCATTTTAATGAATACTACCCCT
AAGTGGAATAATGAAAATGCTGTAAATGACTTTGGAAGATTTCCGAAAGAGAATAAGAACC
TTATCCCTTGGGGACCAAAAAAGGGAAAAGAATACGATGATTTGTTTAACGCAATTCGTGT
GAGTGATAGTAAGCCTTTTGATAATAAGAGTCTTATCTTAGTGCAGAAATGGGATTATTCAG
CGAAAACAAATAAAGCTAAACCACTTCCCTTGTATAGAGAATCAATCTCTCCATTAACAAA
AATTGAATTTGAGATTACAACAACCACTGATGAAGCTGGAAGATTGATTGAAGAATTAGGT
AAGAGAGCACAAGCGTTTTATAAAGACTATAAGGCATTTTTCCTATCTGAATTTCCTGATGA
TAAGATTCAAGCCAATCTACAATACCCAATTTATTTAGGTGCGGGGAGCGGTGCTTGGACAA
AGACTCTATTTAAGCAAGCTGATGGTATTTTACAAAGACGATACAGTCGAATGAAAACTAA
AATGGTTAAAAAAGGAGTTCTTAAGCTCACAAAAGCACCTCTTAAAACAGTTAAGATTCCA
TCTGGTAATCATTCATTAGTCAAGAACCACGAGTCCTTTTATGAAATGGGAAAAGCTAATTT
CATGATTAAGGAGATTGATAAATGA (SEQ ID NO:487)

con secuencias repetidas: SEQ ID NO: 11 y/o SEQ ID NO: 12

Combinacion funcional #3:

secuencias cas: SEQ ID NO:488 hasta SEQ ID NO:508, y SEQ ID NO:517 hasta SEQ ID NO:521, como se muestra a
continuacion. Las SEQ ID NOS:488-497 son de S. agalactiae, mientras que las SEQ ID NOS:498-503 son de S. mutans, y las
SEQ ID NOS: 504-508, 517-521 son de S. pyogenes.

SEQ ID NO:488:

ATGAATAAGCCATATTCAATAGGCCTTGACATCGGTACTAATTCCGTCGGATGGAGCATTAT
TACAGATGATTATAAAGTACCTGCTAAGAAGATGAGAGTTTTAGGGAACACTGATAAAGAA
TATATTAAGAAGAATCTCATAGGTGCTCTGCTTTTTGATGGCGGGAATACTGCTGCAGATAG
ACGCTTGAAGCGAACTGCTCGTCGTCGTTATACACGTCGTAGAAATCGTATTCTATATTTAC
AAGAAATTTTTGCAGAGGAAATGAGTAAAGTTGATGATAGTTTCTTTCATCGATTAGAGGAT
TCTTTTCTAGTTGAGGAAGATAAGAGAGGGAGCAAGTATCCTATCTTTGCAACATTGCAGGA
AGAGAAAGATTATCATGAAAAATTTTCGACAATCTATCATTTGAGAAAAGAATTAGCTGAC
AAGAAAGAAAAAGCAGACCTTCGTCTTATTTATATTGCTCTAGCTCATATCATTAAATTTAG
AGGGCATTTCCTAATTGAGGATGATAGCTTTGATGTCAGGAATACAGACATTTCAAAACAAT
ATCAAGATTTTTTAGAAATCTTTAATACAACTTTTGAAAATAATGATTTGTTATCTCAAAACG
TTGACGTAGAGGCAATACTAACAGATAAGATTAGCAAGTCTGCGAAGAAAGATCGTATTTT
AGCGCAGTATCCTAACCAAAAATCTACTGGCATTTTTGCAGAATTTTTGAAATTGATTGTCG
GAAATCAAGCTGACTTCAAGAAATATTTCAATTTGGAGGATAAAACGCCGCTTCAATTCGCT
AAGGATAGCTACGATGAAGATTTAGAAAATCTTCTTGGACAGATTGGTGATGAATTTGCAG
ACTTATTCTCAGCAGCGAAAAAGTTATATGATAGTGTCCTTTTGTCTGGCATTCTTACAGTAA
TCGACCTCAGTACCAAGGCGCCACTTTCAGCTTCTATGATTCAGCGTTATGATGAACATAGA
GAGGACTTGAAACAGTTAAAACAATTCGTAAAAGCTTCATTGCCGGAAAAATATCAAGAAA
TATTTGCTGATTCATCAAAAGATGGCTACGCTGGTTATATTGAAGGTAAAACTAATCAAGAA
GCTTTTTATAAATACCTGTCAAAATTGTTGACCAAGCAAGAAGATAGCGAGAATTTTCTTGA
"AAAAATCAAGAATGAAGATTTCTTGAGAAAACAAAGGACCTTTGATAATGGCTCAATTCCA
CACCAAGTCCATTTGACAGAGCTGAAAGCTATTATCCGCCGTCAATCAGAATACTATCCCTT
CTTGAAAGAGAATCAAGATAGGATTGAAAAAATCCTTACCTTTAGAATTCCTTATTATATCG
GGCCACTAGCACGTGAGAAGAGTGATTTTGCATGGATGACTCGCAAAACAGATGACAGTAT
TCGACCTTGGAATTTTGAAGACTTGGTTGATAAAGAAAAATCTGCGGAAGCTTTTATCCATC
GTATGACCAACAATGATTTTTATCTTCCTGAAGAAAAAGTTTTACCAAAGCATAGTCTTATT
TATGAAAAATTTACGGTCTATAATGAGTTGACTAAGGTTAGATATAAAAATGAGCAAGGTG
AGACTTATTTTTTTGATAGCAATATTAAACAAGAAATCTTTGATGGAGTATTCAAGGAACAT
CGTAAGGTATCCAAGAAGAAGTTGCTAGATTTTCTGGCTAAAGAATATGAGGAGTTTAGGA
TAGTAGATGTTATTGGTCTAGATAAAGAAAATAAAGCTTTCAACGCCTCATTGGGAACTTAC
CACGATCTCGAAAAAATACTAGACAAAGATTTTCTAGATAATCCAGATAATGAGTCTATTCT
GGAAGATATCGTCCAAACTCTAACATTATTTGAAGACAGAGAAATGATTAAGAAGCGTCTT
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GAAAACTATAAAGATCTTTTTACAGAGTCACAACTAAAAAAACTCTATCGTCGTCACTATAC
TGGCTGGGGACGATTGTCTGCTAAGTTAATCAATGGTATTCGAGATAAAGAGAGTCAAAAA
ACAATCTTGGACTATCTTATTGATGATGGTAGATCTAATCGCAACTTTATGCAGTTGATAAA
TGATGATGGTCTATCTTTCAAATCAATTATCAGTAAGGCACAGGCTGGTAGTCATTCAGATA
ATCTAAAAGAAGTTGTAGGTGAGCTTGCAGGTAGCCCTGCTATTAAAAAGGGAATTCTACA
AAGTTTGAAAATTGTTGATGAGCTTGTTAAAGTCATGGGATACGAACCTGAACAAATTGTGG
TTGAGATGGCGCGTGAGAATCAAACAACAAATCAAGGTCGTCGTAACTCTCGACAACGCTA
TAAACTTCTTGATGATGGCGTTAAGAATCTAGCTAGTGACTTGAATGGCAATATTTTGAAAG
AATATCCTACGGATAATCAAGCGTTGCAAAATGAAAGACTTTTCCTTTACTACTTACAAAAC
GGAAGAGATATGTATACAGGGGAAGCTCTAGATATTGACAATTTAAGTCAATATGATATTG
ACCACATTATTCCTCAAGCTTTCATAAAAGATGATTCTATTGATAATCGTGTTTTGGTATCAT
CTGCTAAAAATCGTGGAAAGTCAGATGATGTTCCTAGCCTTGAAATTGTAAAAGATTGTAAA
GTTTTCTGGAAAAAATTACTTGATGCTAAGTTAATGAGTCAGCGTAAGTATGATAATTTGAC
TAAGGCAGAGCGCGGAGGCCTAACTTCCGATGATAAGGCAAGATTTATCCAACGTCAGTTG
GTTGAGACACGACAAATTACCAAGCATGTTGCCCGTATCTTGGATGAACGCTTTAATAATGA
GCTTGATAGTAAAGGTAGAAGGATCCGCAAAGTTAAAATTGTAACCTTGAAGTCAAATTTG
GTTTCAAATTTCCGAAAAGAATTTGGATTCTATAAAATTCGTGAAGTTAACAATTATCACCA
TGCACATGATGCCTATCTTAATGCAGTAGTTGCTAAAGCTATTCTAACCAAATATCCTCAGT
TAGAGCCAGAATTTGTCTACGGCGACTATCCAAAATATAATAGTTACAAAACGCGTAAATC
CGCTACAGAAAAGCTATTTTTCTATTCAAATATTATGAACTTCTTTAAAACTAAGGTAACTTT
AGCGGATGGAACCGTTGTTGTAAAAGATGATATTGAAGTTAATAATGATACGGGTGAAATT
GTTTGGGATAAAAAGAAACACTTTGCGACAGTTAGAAAAGTCTTGTCATACCCTCAGAACA
ATATCGTGAAGAAGACAGAGATTCAGACAGGTGGTTTCTCTAAGGAATCAATCTTGGCGCA
TGGTAACTCAGATAAGTTGATTCCAAGAAAAACGAAGGATATTTATTTAGATCCTAAGAAA
TATGGAGGTTTTGATAGTCCGATAGTAGCTTACTCTGTTTTAGTTGTAGCTGATATCAAAAA
GGGTAAAGCACAAAAACTAAAAACAGTTACGGAACTTTTAGGAATTACCATCATGGAGAGG
TCCAGATTTGAGAAAAATCCATCAGCTTTCCTTGAATCAAAAGGCTATTTAAATATTAGGGC
TGATAAACTAATTATTTTGCCCAAGTATAGTCTGTTCGAATTAGAAAATGGGCGTCGTCGAT
TACTTGCTAGTGCTGGTGAATTACAAAAAGGTAATGAGCTAGCCTTACCAACACAATTTATG
AAGTTCTTATACCTTGCAAGTCGTTATAATGAGTCAAAAGGTAAACCAGAGGAGATTGAGA
AGAAACAAGAATTTGTAAATCAACATGTCTCTTATTTTGATGACATCCTTCAATTAATTAAT
GATTTTTCAAAACGAGTTATTCTAGCAGATGCTAATTTAGAGAAAATCAATAAGCTTTACCA
AGATAATAAGGAAAATATATCAGTAGATGAACTTGCTAATAATATTATCAATCTATTTACTT
TTACCAGTCTAGGAGCTCCAGCAGCTTTTAAATTTTTTGATAAAATAGTTGATAGAAAACGC
TATACATCAACTAAAGAAGTACTTAATTCTACCCTAATTCATCAATCTATTACTGGACTTTAT
GAAACACGTATTGATTTGGGTAAGTTAGGAGAAGATTGATATGGCAGGTTGGCGAACCGTT
GTTGTAAATACACATTCTAAGCTCTCTTATAAAAATAATCATCTGATTTTTAAAGATTCTTAT
CAGACGGAAATGATTCATCTATCAGAGATTGACATTCTAATCATGGAAACAACAGATATCG
TTTTGTCGACCATGCTGATTAAACGTTTGGTTGATGAAAATATTTTAGTTATATTTTGTGACG
ATAAACGCTTGCCAACAGCTATGTTAATGCCGTACTATGCCAGACATGATTCGAGTTTACAA
TTATCTAGGCAGATGTCATGGATTGAAGATGTCAAAGCAGATGTTTGGACATCAATTATTGC
ACAAAAAATTTTGAATCAGTCTTTTTATCTCGGTGAGTGTTCTTTCTTTGAAAAATCCCAGTC
TATTATGAATCTCTACCATGACTTAGAACCTTTTGATCCTTCTAATCGTGAGGGGCATGCTGC
TAGGATTTATTTCAATACACTTTTTGGAAATGATTTTTCAAGAGAGCAGGATAATCCAATAA
ATGCTGGTTTAGACTACGGATATTCATTGCTTTTGAGTATGTTTGCGCGTGAAGTTGTTAAGT
GTGGTTGCATGACACAATTTGGCTTGAAGCATGCTAATCAATTTAATCAGTTCAACCTAGCA
AGCGATATTATGGAACCATTTCGCCCAATCGTTGATAGGATTATTTATGAAAATAGGCAGAG
TGATTTTGTCAAAATGAAAAGAGAACTCTTTTCTATGTTTTCAGAGACATACAGCTACAATG
GTAAAGAAATGTATCTCTCAAATATTGTCAGCGACTATACCAAAAAAGTTATTAAGTCGCTA
AATAGTGATGGGAATGGAATTCCGGAGTTTAGGATATGAGTTATCGGTATATGCGAATGATT
TTAATGTTTGATATGCCTACTGAAACAGCAGAAGAACGGAAGGCGTATCGTAAGTTTAGAA
AGTTTCTCTTGAGCGAAGGCTTTATCATGCATCAGTTTTCTGTTTATAGTAAATTATTACTCA.
ATAATACAGCTAATAATGCTATGATAGGTCGGCTTAAAGTGAATAATCCTAAAAAGGGTAA
TATCACACTCTTAACAGTTACGGAAAAACAATTTGCGAGAATGGTTTACCTCCATGGAGAAC
GCAACACAAGTGTTGCCAACTCTGATAGTCGCTTGGTTTTCCTAGGAGATTCTTATGATCAA
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GATTAATTTTCCAATTTTAGATGAACCATTAGTGTTAAGTAATGCTACGATTTTAACGATAG
AAGATGTTTCAGTTTATTCTTCATTGGTGAAACATTTTTATCAATATGACGTAGATGAACATT
TGAAATTATTTGATGATAAGCAGAAAAGTCTGAAGGCAACAGAGTTAATGCTGGTTACAGA
TATCTTAGGATACGATGTCAACTCAGCACCTATTCTAAAGTTGATACATGGTGACTTAGAAA
ATCAATTCAACGAAAAGCCAGAAGTGAAATCAATGGTAGAAAAATTAGCAGCTACTATTAC
AGAACTTATCGCATTTGAGTGTCTAGAGAATGAGCTTGATTTAGAATACGATGAAATTAAGA
TTTTAGAACTCATTAAGGCACTGGGAGTCAAAATTGAGACACAGAGCGACACTATCTTTGA
AAAATGTTTTGAAATTATACAAGTTTACCATTATTTAACGAAAAAGAATCTCTTGGTTTTTGT
TAATAGCGGAGCTTATCTTACCAAAGATGAAGTTATAAAATTATGTGAATACATCAATTTAA
TGCAAAAGTCAGTACTCTTTCTAGAACCTAGAAGACTCTATGATTTACCGCAATATGTTATT
GATAAGGATTATTTCTTGATAGGCGAAAATATGGTATAA (SEQ ID NO:488)

SEQ ID NO:489:

ATGAATAAGCCATATTCAATAGGCCTTGACATCGGTACTAATTCCGTCGGATGGAGCATTAT
TACAGATGATTATAAAGTACCTGCTAAGAAGATGAGAGTTTTAGGGAACACTGATAAAGAA
TATATTAAGAAGAATCTCATAGGTGCTCTGCTTTTTGATGGCGGGAATACTGCTGCAGATAG
ACGCTTGAAGCGAACTGCTCGTCGTCGTTATACACGTCGTAGAAATCGTATTCTATATTTAC
AAGAAATTTTTGCAGAGGAAATGAGTAAAGTTGATGATAGTTTCTTTCATCGATTAGAGGAT
TCTTTTCTAGTTGAGGAAGATAAGAGAGGGAGCAAGTATCCTATCTTTGCAACATTGCAGGA
AGAGAAAGATTATCATGAAAAATTTTCGACAATCTATCATTTGAGAAAAGAATTAGCTGAC
AAGAAAGAAAAAGCAGACCTTCGTCTTATTTATATTGCTCTAGCTCATATCATTAAATTTAG
AGGGCATTTCCTAATTGAGGATGATAGCTTTGATGTCAGGAATACAGACATTTCAAAACAAT
ATCAAGATTTTTTAGAAATCTTTAATACAACTTTTGAAAATAATGATITGTTATCTCAAAACG
TTGACGTAGAGGCAATACTAACAGATAAGATTAGCAAGTCTGCGAAGAAAGATCGTATTTT
AGCGCAGTATCCTAACCAAAAATCTACTGGCATTTTTGCAGAATTTTTGAAATTGATTGTCG
GAAATCAAGCTGACTTCAAGAAATATTTCAATTTGGAGGATAAAACGCCGCTTCAATTCGCT
AAGGATAGCTACGATGAAGATTTAGAAAATCTTCTTGGACAGATTGGTGATGAATTTGCAG
ACTTATTCTCAGCAGCGAAAAAGTTATATGATAGTGTCCTTTTGTCTGGCATTCTTACAGTAA
TCGACCTCAGTACCAAGGCGCCACTTTCAGCTTCTATGATTCAGCGTTATGATGAACATAGA
GAGGACTTGAAACAGTTAAAACAATTCGTAAAAGCTTCATTGCCGGAAAAATATCAAGAAA
TATTTGCTGATTCATCAAAAGATGGCTACGCTGGTTATATTGAAGGTAAAACTAATCAAGAA
GCTTTTTATAAATACCTGTCAAAATTGTTGACCAAGCAAGAAGATAGCGAGAATTTTCTTGA
AAAAATCAAGAATGAAGATTTCTTGAGAAAACAAAGGACCTTTGATAATGGCTCAATTCCA
CACCAAGTCCATTTGACAGAGCTGAAAGCTATTATCCGCCGTCAATCAGAATACTATCCCTT
CTTGAAAGAGAATCAAGATAGGATTGAAAAAATCCTTACCTTTAGAATTCCTTATTATATCG
GGCCACTAGCACGTGAGAAGAGTGATTTTGCATGGATGACTCGCAAAACAGATGACAGTAT
TCGACCTTGGAATTTTGAAGACTTGGTTGATAAAGAAAAATCTGCGGAAGCTTTTATCCATC
GTATGACCAACAATGATTTTTATCTTCCTGAAGAAAAAGTTTTACCAAAGCATAGTCTTATT
TATGAAAAATTTACGGTCTATAATGAGTTGACTAAGGTTAGATATAAAAATGAGCAAGGTG
AGACTTATTTTTTTGATAGCAATATTAAACAAGAAATCTTTGATGGAGTATTCAAGGAACAT
CGTAAGGTATCCAAGAAGAAGTTGCTAGATTTTCTGGCTAAAGAATATGAGGAGTTTAGGA
TAGTAGATGTTATTGGTCTAGATAAAGAAAATAAAGCTTTCAACGCCTCATTGGGAACTTAC
CACGATCTCGAAAAAATACTAGACAAAGATTTTCTAGATAATCCAGATAATGAGTCTATTCT
GGAAGATATCGTCCAAACTCTAACATTATTTGAAGACAGAGAAATGATTAAGAAGCGTCTT
GAAAACTATAAAGATCTTTTTACAGAGTCACAACTAAAAAAACTCTATCGTCGTCACTATAC
TGGCTGGGGACGATTGTCTGCTAAGTTAATCAATGGTATTCGAGATAAAGAGAGTCAAAAA
ACAATCTTGGACTATCTTATTGATGATGGTAGATCTAATCGCAACTTTATGCAGTTGATAAA
TGATGATGGTCTATCTTTCAAATCAATTATCAGTAAGGCACAGGCTGGTAGTCATTCAGATA
ATCTAAAAGAAGTTGTAGGTGAGCTTGCAGGTAGCCCTGCTATTAAAAAGGGAATTCTACA
AAGTTTGAAAATTGTTGATGAGCTTGTTAAAGTCATGGGATACGAACCTGAACAAATTGTGG
TTGAGATGGCGCGTGAGAATCAAACAACAAATCAAGGTCGTCGTAACTCTCGACAACGCTA
TAAACTTCTTGATGATGGCGTTAAGAATCTAGCTAGTGACTTGAATGGCAATATTTTGAAAG
AATATCCTACGGATAATCAAGCGTTGCAAAATGAAAGACTTTTCCTTTACTACTTACAAAAC
GGAAGAGATATGTATACAGGGGAAGCTCTAGATATTGACAATTTAAGTCAATATGATATTG
ACCACATTATTCCTCAAGCTTTCATAAAAGATGATTCTATTGATAATCGTGTTTTGGTATCAT
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CTGCTAAAAATCGTGGAAAGTCAGATGATGTTCCTAGCCTTGAAATTGTAAAAGATTGTAAA
GTTTTCTGGAAAAAATTACTTGATGCTAAGTTAATGAGTCAGCGTAAGTATGATAATTTGAC
TAAGGCAGAGCGCGGAGGCCTAACTTCCGATGATAAGGCAAGATTTATCCAACGTCAGTTG
GTTGAGACACGACAAATTACCAAGCATGTTGCCCGTATCTTGGATGAACGCTTTAATAATGA
GCTTGATAGTAAAGGTAGAAGGATCCGCAAAGTTAAAATTGTAACCTTGAAGTCAAATTTG
GTTTCAAATTTCCGAAAAGAATTTGGATTCTATAAAATTCGTGAAGTTAACAATTATCACCA
TGCACATGATGCCTATCTTAATGCAGTAGTTGCTAAAGCTATTCTAACCAAATATCCTCAGT
TAGAGCCAGAATTTGTCTACGGCGACTATCCAAAATATAATAGTTACAAAACGCGTAAATC
CGCTACAGAAAAGCTATTTTTCTATTCAAATATTATGAACTTCTTTAAAACTAAGGTAACTTT
AGCGGATGGAACCGTTGTTGTAAAAGATGATATTGAAGTTAATAATGATACGGGTGAAATT
GTTTGGGATAAAAAGAAACACTTTGCGACAGTTAGAAAAGTCTTGTCATACCCTCAGAACA
ATATCGTGAAGAAGACAGAGATTCAGACAGGTGGTTTCTCTAAGGAATCAATCTTGGCGCA
TGGTAACTCAGATAAGTTGATTCCAAGAAAAACGAAGGATATTTATTTAGATCCTAAGAAA
TATGGAGGTTTTGATAGTCCGATAGTAGCTTACTCTGTTTTAGTTGTAGCTGATATCAAAAA
GGGTAAAGCACAAAAACTAAAAACAGTTACGGAACTTTTAGGAATTACCATCATGGAGAGG
TCCAGATTTGAGAAAAATCCATCAGCTTTCCTTGAATCAAAAGGCTATTTAAATATTAGGGC
TGATAAACTAATTATTTTGCCCAAGTATAGTCTGTTCGAATTAGAAAATGGGCGTCGTCGAT
TACTTGCTAGTGCTGGTGAATTACAAAAAGGTAATGAGCTAGCCTTACCAACACAATTTATG
AAGTTCTTATACCTTGCAAGTCGTTATAATGAGTCAAAAGGTAAACCAGAGGAGATTGAGA
AGAAACAAGAATTTGTAAATCAACATGTCTCTTATTTTGATGACATCCTTCAATTAATTAAT
GATTTTTCAAAACGAGTTATTCTAGCAGATGCTAATTTAGAGAAAATCAATAAGCTTTACCA
AGATAATAAGGAAAATATATCAGTAGATGAACTTGCTAATAATATTATCAATCTATTTACTT
TTACCAGTCTAGGAGCTCCAGCAGCTTTTAAATTTTTTGATAAAATAGTTGATAGAAAACGC
TATACATCAACTAAAGAAGTACTTAATTCTACCCTAATTCATCAATCTATTACTGGACTTTAT
GAAACACGTATTGATTTGGGTAAGTTAGGAGAAGATTGA (SEQ ID NO:489)

SEQ ID NO:490:

ATGGCAGGTTGGCGAACCGTTGTTGTAAATACACATTCTAAGCTCTCTTATAAAAATAATCA
TCTGATTTTTAAAGATTCTTATCAGACGGAAATGATTCATCTATCAGAGATTGACATTCTAAT
CATGGAAACAACAGATATCGTTTTGTCGACCATGCTGATTAAACGTTTGGTTGATGAAAATA
TTTTAGTTATATTTTGTGACGATAAACGCTTGCCAACAGCTATGTTAATGCCGTACTATGCCA
GACATGATTCGAGTTTACAATTATCTAGGCAGATGTCATGGATTGAAGATGTCAAAGCAGAT
GTTTGGACATCAATTATTGCACAAAAAATTTTGAATCAGTCTTTTTATCTCGGTGAGTGTTCT
TTCTTTGAAAAATCCCAGTCTATTATGAATCTCTACCATGACTTAGAACCTTTTGATCCTTCT
AATCGTGAGGGGCATGCTGCTAGGATTTATTTCAATACACTTTTTGGAAATGATTTTTCAAG
AGAGCAGGATAATCCAATAAATGCTGGTTTAGACTACGGATATTCATTGCTTTTGAGTATGT
TTGCGCGTGAAGTTGTTAAGTGTGGTTGCATGACACAATTTGGCTTGAAGCATGCTAATCAA
TTTAATCAGTTCAACCTAGCAAGCGATATTATGGAACCATTTCGCCCAATCGTTGATAGGAT
TATTTATGAAAATAGGCAGAGTGATTTTGTCAAAATGAAAAGAGAACTCTTTTCTATGTTTT
CAGAGACATACAGCTACAATGGTAAAGAAATGTATCTCTCAAATATTGTCAGCGACTATAC
CAAAAAAGTTATTAAGTCGCTAAATAGTGATGGGAATGGAATTCCGGAGTTTAGGATATGA
(SEQ ID NO:490)

SEQ ID NO:491:

ATGCGAATGATTTTAATGTTTGATATGCCTACTGAAACAGCAGAAGAACGGAAGGCGTATC
GTAAGTTTAGAAAGTTTCTCTTGAGCGAAGGCTTTATCATGCATCAGTTTTCTGTTTATAGTA
AATTATTACTCAATAATACAGCTAATAATGCTATGATAGGTCGGCTTAAAGTGAATAATCCT
AAAAAGGGTAATATCACACTCTTAACAGTTACGGAAAAACAATTTGCGAGAATGGTTTACC
TCCATGGAGAACGCAACACAAGTGTTGCCAACTCTGATAGTCGCTTGGTTTTCCTAGGAGAT
TCTTATGATCAAGATTAA (SEQ ID NO:491)

SEQ ID NO:492:

ATGATCAAGATTAATTTTCCAATTTTAGATGAACCATTAGTGTTAAGTAATGCTACGATTTTA
ACGATAGAAGATGTTTCAGTTTATTCTTCATTGGTGAAACATTTTTATCAATATGACGTAGAT
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GAACATTTGAAATTATTTGATGATAAGCAGAAAAGTCTGAAGGCAACAGAGTTAATGCTGG
TTACAGATATCTTAGGATACGATGTCAACTCAGCACCTATTCTAAAGTTGATACATGGTGAC
TTAGAAAATCAATTCAACGAAAAGCCAGAAGTGAAATCAATGGTAGAAAAATTAGCAGCTA
CTATTACAGAACTTATCGCATTTGAGTGTCTAGAGAATGAGCTTGATTTAGAATACGATGAA
ATTAAGATTTTAGAACTCATTAAGGCACTGGGAGTCAAAATTGAGACACAGAGCGACACTA
TCTTTGAAAAATGTTTTGAAATTATACAAGTTTACCATTATTTAACGAAAAAGAATCTCTTG
GTTTTTGTTAATAGCGGAGCTTATCTTACCAAAGATGAAGTTATAAAATTATGTGAATACAT
CAATTTAATGCAAAAGTCAGTACTCTTTCTAGAACCTAGAAGACTCTATGATTTACCGCAAT
ATGTTATTGATAAGGATTATTTCTTGATAGGCGAAAATATGGTATAA (SEQ ID NO:492)

' SEQ ID NO:493:

ATGAATAAGCCATATTCAATAGGCCTTGACATCGGTACTAATTCCGTCGGATGGAGCATTAT
TACAGATGATTATAAAGTACCTGCTAAGAAGATGAGAGTTTTAGGGAACACTGATAAAGAA
TATATTAAGAAGAATCTCATAGGTGCTCTGCTTTTTGATGGCGGGAATACTGCTGCAGATAG
'ACGCTTGAAGCGAACTGCTCGTCGTCGTTATACACGTCGTAGAAATCGTATTCTATATTTAC
AAGAAATTTTTGCAGAGGAAATGAGTAAAGTTGATGATAGTTTCTTTCATCGATTAGAGGAT
TCTTTTCTAGTTGAGGAAGATAAGAGAGGTAGCAAGTATCCTATCTTTGCAACAATGCAGGA
GGAGAAATATTATCATGAAAAATTTCCGACAATCTATCATTTGAGAAAAGAATTGGCTGAC
AAGAAAGAAAAAGCAGACCTTCGTCTTGTTTATCTGGCTCTAGCTCATATCATTAAATTCAG
AGGGCATTTCCTAATTGAGGATGATAGATTTGATGTGAGGAATACCGATATTCAAAAACAA
TATCAAGCCTTTTTAGAAATTTTTGATACTACCTTTGAAAATAATCATTTGTTATCTCAAAAT
GTAGATGTAGAAGCAATTCTAACAGATAAGATTAGCAAGTCTGCGAAGAAGGATCGCATCT
TAGCGCAGTATCCTAACCAAAAATCTACTGGTATTTTTGCAGAATTTTTGAAATTGATTGTC
GGAAATCAAGCTGACTTCAAGAAACATTTCAATTTGGAGGATAAAACACCGCTTCAATTCG
CTAAGGATAGCTACGATGAAGATTTAGAAAATCTTCTTGGACAGATTGGTGATGAATTTGCA
GACTTATTCTCAGTAGCGAAAAAGCTATATGATAGTGTTCTTTTATCTGGCATTCTTACAGTA
ACTGATCTCAGTACCAAGGCGCCACTTTCTGCCTCTATGATTCAGCGTTATGATGAACATCA
TGAGGACTTAAAGCATCTAAAACAATTCGTAAAAGCTTCATTACCTGAAAATTATCGGGAA
GTATTTGCTGATTCATCAAAAGATGGCTACGCTGGCTATATTGAAGGCAAAACTAATCAAGA
AGCTTTTTATAAATATCTGTTAAAATTGTTGACCAAACAAGAAGGTAGCGAGTATTTTCTTG
AGAAAATTAAGAATGAAGATTTTTTGAGAAAACAGAGAACCTTTGATAATGGCTCAATCCC
GCATCAAGTCCATTTGACAGAATTGAGGGCTATTATTCGACGTCAATCAGAATACTATCCAT
TCTTGAAAGAGAATCAAGATAGGATTGAAAAAATCCTTACCTTTAGAATTCCTTATTATGTC
GGGCCACTAGCACGTGAGAAGAGTGATTTTGCATGGATGACTCGCAAAACAGATGACAGTA
TTCGACCTTGGAATTTTGAAGACTTGGTTGATAAAGAAAAATCTGCGGAAGCTTTTATCCAT
CGCATGACCAACAATGACCTCTATCTTCCAGAAGAAAAAGTTTTACCAAAGCATAGTCTTAT
TTATGAAAAATTTACTGTTTACAATGAATTAACGAAGGTTAGATTTTTGGCAGAAGGCTTTA
AAGATTTTCAATTTTTAAATAGGAAGCAAAAAGAAACTATCTTTAACAGCTTGTTTAAGGAA
AAACGTAAAGTAACTGAAAAGGATATTATTAGTTTTTTGAATAAAGTTGATGGATATGAAG
GAATTGCAATCAAAGGAATTGAGAAACAGTTTAACGCTAGCCTTTCAACCTATCATGATCTT
AAAAAAATACTTGGCAAGGATTTCCTTGATAATACAGATAACGAGCTTATTTTGGAAGATAT
CGTCCAAACTCTAACCTTATTTGAAGATAGAGAAATGATTAAGAAGTGTCTTGACATCTATA
AAGATTTTTTTACAGAGTCACAGCTTAAAAAGCTCTATCGCCGTCACTATACTGGCTGGGGA
CGATTGTCTGCTAAGCTAATAAATGGCATCCGAAATAAAGAGAATCAAAAAACAATCTTGG
ACTATCTTATTGATGATGGAAGTGCAAACCGAAACTTCATGCAGTTGATAAATGATGATGAT
CTATCATTTAAACCAATTATTGACAAGGCACGAACTGGTAGTCATTCGGATAATCTGAAAGA
AGTTGTAGGTGAACTTGCTGGTAGCCCTGCTATTAAAAAAGGGATTCTACAAAGTTTGAAAA
TAGTTGATGAGCTGGTTAAAGTCATGGGCTATGAACCTGAACAAATCGTGGTTGAAATGGC
ACGTGAGAACCAAACGACAGCAAAAGGATTAAGTCGTTCACGACAACGCTTGACAACCTTG
AGAGAATCTCTTGCTAATTTGAAGAGTAATATTTTGGAAGAGAAAAAGCCTAAGTATGTGA
AAGATCAAGTTGAAAATCATCATTTATCTGATGACCGTCTTTTCCTTTACTACTTACAAAACG
GAAGAGATATGTATACAAAAAAGGCTCTGGATATTGATAATTTAAGTCAATATGATATTGA
CCACATTATTCCTCAAGCTTTCATAAAAGATGATTCTATTGATAATCGTGTTTTGGTATCATC
TGCTAAAAATCGTGGAAAATCAGATGATGTTCCTAGCATTGAAATTGTAAAAGCTCGCAAA
ATGTTCTGGAAAAATTTACTGGATGCTAAGTTAATGAGTCAGCGTAAGTATGATAATTTGAC
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TAAGGCAGAGCGCGGAGGCCTAACTTCCGATGATAAGGCAAGATTTATCCAACGTCAGTTG
GTTGAGACTCGACAAATTACCAAGCATGTAGCTCGTATCTTGGATGAACGCTTCAATAATGA
AGTTGATAATGGTAAAAAGATTTGCAAGGTTAAAATTGTAACCTTGAAGTCAAATTTGGTTT
CAAATTTCCGAAAAGAATTTGGATTCTATAAAATTCGTGAAGTTAATGATTATCACCATGCA
CACGATGCTTATCTTAATGCAGTAGTTGCCAAAGCTATTCTAACCAAATATCCACAGTTAGA
GCCAGAGTTTGTCTACGGAATGTATAGACAGAAAAAACTTTCGAAAATCGTTCATGAGGAT
AAGGAAGAAAAATATAGTGAAGCAACCAGGAAAATGTTTTTCTACTCCAACTTGATGAATA
TGTTCAAAAGAGTTGTGAGGTTAGCAGATGGTTCTATTGTTGTAAGACCAGTAATAGAAACT
GGTAGATATATGAGAAAAACTGCATGGGATAAAAAGAAACACTTTGCGACAGTTAGAAAA
GTCTTGTCATACCCTCAGAACAATATCGTGAAGAAGACAGAGATTCAGACAGGTGGTTTCTC
TAAGGAATCAATCTTGGCGCATGGTAACTCAGATAAGTTGATTCCAAGAAAAACGAAGGAT
ATTTATTTAGATCCTAAGAAATATGGAGGTTTTGATAGTCCGATAGTAGCTTACTCTGTTTTA
GTTGTAGCTGATATCAAAAAAGGTAAAGCACAAAAACTAAAAACAGTTACGGAACTTTTAG
GAATTACCATCATGGAGAGGTCCAGATTTGAGAAAAATCCATCAGCTTTCCTTGAATCAAAA
GGTTATTTAAATATTAGGGACGATAAATTAATGATTTTACCGAAGTATAGTCTGTTCGAATT
AGAAAATGGGCGTCGTCGATTACTTGCTAGTGCTGGTGAATTACAAAAAGGTAACGAGCTA
GCCTTACCAACACAATTTATGAAGTTCTTATACCTTGCAAGTCGTTATAATGAGTCAAAAGG
TAAACCAGAGGAGATTGAGAAGAAACAAGAATTTGTAAATCAACATGTCTCTTATTTTGAT
GACATCCTTCAATTAATTAATGATTTTTCAAAACGAGTTATTCTAGCAGATGCTAATTTAGA
GAAAATCAATAAGCTTTACCAGGATAATAAGGAAAATATACCAGTAGATGAACTTGCTAAT
AATATTATCAATCTATTTACTTTTACCAGTCTAGGAGCTCCAGCAGCTTTTAAATTTTTTGAT
AAAATAGTTGATAGAAAACGCTATACATCAACTAAAGAAGTACTTAATTCTACTCTAATCCA
TCAATCTATTACTGGACTTTATGAAACACGTATTGATTTGGGTAAATTAGGAGAAGATTGAT
ATGGCAGGTTGGCGAACTGTTGTTGTAAATACACATTCTAAGCTCTCTTATAAAAATAATCA
TCTGATTTTTAAAGATTCTTATCAGACGGAAATGATTCATCTTTCAGAGATTGATATTCTAAT
CATGGAAACGACAGATATTGTTTTGTCGACTATGCTGATTAAACGTTTGGTTGATGAAAATA
TTTTAGTCATATTTTGTGATGATAAACGCTTGCCAACAGCTATGTTAATGCCGTACTATGCTA
GACATGATTCGAGTTTACAATTATCTAGGCAGATGTCATGGATTGAGGATGTCAAAGCGGAT
GTTTGGACATCAATTATTGCACAAAAAATTTTGAATCAGTCCTTTTATCTCGGTGAGTGTTCT
TTCTTTGAAAAATCCCAGTCTATTATGAATCTCTATCATGATTTAGAATCTTTTGACCCTTCC
AATCGTGAAGGTCATGCAGCTAGGATTTATTTCAATACACTTTTTGGAAATGATTTTTCAAG
AGAGCAGGATAATCCAATAAATGCTGGTTTAGACTATGGATATTCTCTGATTTTGAGTATGT
TTGCGCGTGAAGTTGTTAAGTGTGGTTGCATGACACAATTTGGCTTAAAGCATGCTAATCAA
TTTAATCAGTTCAACCTAGCAAGCGATATTATGGAACCATTTCGCCCAATCGTTGATAGGAT
TATTTATGAAAATAGGCAGAGTGATTTTGTCAAAATGAAAAGAGAACTCTTTTCTATGTTTT
CAGAGACATACAGCTACAACGGTAAAGAAATGTATCTTTCAAATATTGTCAGCGATTACAC
CAAAAAAGTTATTAAGTCGCTAAATAGTGATGGGAATGGAATTCCGGAGTTTAGGATATGA
GTTATCGGTATATGAGAATGATTTTAATGTTTGATATGCCTACTGAAACAGTAGAAGAACGT
AAGGCGTATCGTAAGTTTAGAAAGTTTCTGTTGAGCGAAGGTTTTATTATGCATCAGTTCTC
TGTTTATAGTAAATTATTGCTCAATAATACAGCTAATAATGCCATGATAGGTCGGCTTAAAG
TGAATAATCCTAAGAAAGGGAGTATAACTCTTTTGACAGTTACCGAGAAGCAGTTTGCAAG
GATGGTTTATCTACATGGTGAACATAATATGAGTGTTGCCAACTCTGATAGTCGCTTGGTTTT
CCTAGGAGATTCTTATGATCAAGATTAATTTTCCAATTTTAGATGAACCATTAGTGTTAAGT
AATGCTACGATTTTAACGATAGAAGATGTTTCAGTTTATTCTTCATTGGTGAAACATTTTTAT
CAATATGACGTAGATGAACATTTGAAATTATTTGATGATAAGCAGAAAAGTCTGAAGGCAA
CGGAGTTAATGTTAGTTACAGATATCTTAGGATACGATGTCAACTCAGCACCTATTCTAAAG
TTGATACATGGTGACTTAGAAAATCAATTCAACGAAAAGCCAGAAGTGAAATCAATGGTAG
AAAAATTAGCAGCTACTATTACAGAACTTATCGCATTTGAGTGTCTAGAGAATGAGCTTGAT
TTAGAATACGATGAAATTACGATTTTAGAACTCATTAAGGCACTGGGAGTCAAAATTGAGA
CACAGAGCGACACTATCTTTGAAAAATGTTTTGAAATTATACAAGTTTACCATTATTTAACG
AAAAAGAATCTCTTAGTTTTTGTTAATAGCGGAGCTTATCTTACCAAAGATGAAGTTATAAA
ATTATGTGAATACATCAATTTAATGCAAAAGTCAGTACTCTTTCTAGAACCTAGAAGACTCT
ATGATTTACCGCAATATGTTATTGATAAGGATTATTTCTTGATAGGCGAAAATATGGTATAA
(SEQ ID NO:493)
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SEQ ID NO:494:

ATGAATAAGCCATATTCAATAGGCCTTGACATCGGTACTAATTCCGTCGGATGGAGCATTAT
TACAGATGATTATAAAGTACCTGCTAAGAAGATGAGAGTTTTAGGGAACACTGATAAAGAA
TATATTAAGAAGAATCTCATAGGTGCTCTGCTTTTTGATGGCGGGAATACTGCTGCAGATAG
ACGCTTGAAGCGAACTGCTCGTCGTCGTTATACACGTCGTAGAAATCGTATTCTATATTTAC
AAGAAATTTTTGCAGAGGAAATGAGTAAAGTTGATGATAGTTTCTTTCATCGATTAGAGGAT
TCTTTTCTAGTTGAGGAAGATAAGAGAGGTAGCAAGTATCCTATCTTTGCAACAATGCAGGA
GGAGAAATATTATCATGAAAAATTTCCGACAATCTATCATTTGAGAAAAGAATTGGCTGAC
AAGAAAGAAAAAGCAGACCTTCGTCTTGTTTATCTGGCTCTAGCTCATATCATTAAATTCAG
AGGGCATTTCCTAATTGAGGATGATAGATTTGATGTGAGGAATACCGATATTCAAAAACAA
TATCAAGCCTTTTTAGAAATTTTTGATACTACCTTTGAAAATAATCATTTGTTATCTCAAAAT
GTAGATGTAGAAGCAATTCTAACAGATAAGATTAGCAAGTCTGCGAAGAAGGATCGCATCT
TAGCGCAGTATCCTAACCAAAAATCTACTGGTATTTTTGCAGAATTTTTGAAATTGATTGTC
GGAAATCAAGCTGACTTCAAGAAACATTTCAATTTGGAGGATAAAACACCGCTTCAATTCG
-CTAAGGATAGCTACGATGAAGATTTAGAAAATCTTCTTGGACAGATTGGTGATGAATTTGCA
GACTTATTCTCAGTAGCGAAAAAGCTATATGATAGTGTTCTTTTATCTGGCATTCTTACAGTA
ACTGATCTCAGTACCAAGGCGCCACTTTCTGCCTCTATGATTCAGCGTTATGATGAACATCA
TGAGGACTTAAAGCATCTAAAACAATTCGTAAAAGCTTCATTACCTGAAAATTATCGGGAA
GTATTTGCTGATTCATCAAAAGATGGCTACGCTGGCTATATTGAAGGCAAAACTAATCAAGA
AGCTTTTTATAAATATCTGTTAAAATTGTTGACCAAACAAGAAGGTAGCGAGTATTTTCTTG
AGAAAATTAAGAATGAAGATTTTTTGAGAAAACAGAGAACCTTTGATAATGGCTCAATCCC
GCATCAAGTCCATTTGACAGAATTGAGGGCTATTATTCGACGTCAATCAGAATACTATCCAT
TCTTGAAAGAGAATCAAGATAGGATTGAAAAAATCCTTACCTTTAGAATTCCTTATTATGTC
GGGCCACTAGCACGTGAGAAGAGTGATTTTGCATGGATGACTCGCAAAACAGATGACAGTA
TTCGACCTTGGAATTTTGAAGACTTGGTTGATAAAGAAAAATCTGCGGAAGCTTTTATCCAT
CGCATGACCAACAATGACCTCTATCTTCCAGAAGAAAAAGTTTTACCAAAGCATAGTCTTAT
TTATGAAAAATTTACTGTTTACAATGAATTAACGAAGGTTAGATTTTTGGCAGAAGGCTTTA
AAGATTTTCAATTTTTAAATAGGAAGCAAAAAGAAACTATCTTTAACAGCTTGTTTAAGGAA
AAACGTAAAGTAACTGAAAAGGATATTATTAGTTTTTTGAATAAAGTTGATGGATATGAAG
GAATTGCAATCAAAGGAATTGAGAAACAGTTTAACGCTAGCCTTTCAACCTATCATGATCTT
AAAAAAATACTTGGCAAGGATTTCCTTGATAATACAGATAACGAGCTTATTTTGGAAGATAT
CGTCCAAACTCTAACCTTATTTGAAGATAGAGAAATGATTAAGAAGTGTCTTGACATCTATA
AAGATTTTTTTACAGAGTCACAGCTTAAAAAGCTCTATCGCCGTCACTATACTGGCTGGGGA
CGATTGTCTGCTAAGCTAATAAATGGCATCCGAAATAAAGAGAATCAAAAAACAATCTTGG
ACTATCTTATTGATGATGGAAGTGCAAACCGAAACTTCATGCAGTTGATAAATGATGATGAT
CTATCATTTAAACCAATTATTGACAAGGCACGAACTGGTAGTCATTCGGATAATCTGAAAGA
AGTTGTAGGTGAACTTGCTGGTAGCCCTGCTATTAAAAAAGGGATTCTACAAAGTTTGAAAA
TAGTTGATGAGCTGGTTAAAGTCATGGGCTATGAACCTGAACAAATCGTGGTTGAAATGGC
ACGTGAGAACCAAACGACAGCAAAAGGATTAAGTCGTTCACGACAACGCTTGACAACCTTG
AGAGAATCTCTTGCTAATTTGAAGAGTAATATTTTGGAAGAGAAAAAGCCTAAGTATGTGA
AAGATCAAGTTGAAAATCATCATTTATCTGATGACCGTCTTTTCCTTTACTACTTACAAAACG
GAAGAGATATGTATACAAAAAAGGCTCTGGATATTGATAATTTAAGTCAATATGATATTGA
CCACATTATTCCTCAAGCTTTCATAAAAGATGATTCTATTGATAATCGTGTTTTGGTATCATC
TGCTAAAAATCGTGGAAAATCAGATGATGTTCCTAGCATTGAAATTGTAAAAGCTCGCAAA
ATGTTCTGGAAAAATTTACTGGATGCTAAGTTAATGAGTCAGCGTAAGTATGATAATTTGAC
TAAGGCAGAGCGCGGAGGCCTAACTTCCGATGATAAGGCAAGATTTATCCAACGTCAGTTG
GTTGAGACTCGACAAATTACCAAGCATGTAGCTCGTATCTTGGATGAACGCTTCAATAATGA
AGTTGATAATGGTAAAAAGATTTGCAAGGTTAAAATTGTAACCTTGAAGTCAAATTTGGTTT
CAAATTTCCGAAAAGAATTTGGATTCTATAAAATTCGTGAAGTTAATGATTATCACCATGCA
CACGATGCTTATCTTAATGCAGTAGTTGCCAAAGCTATTCTAACCAAATATCCACAGTTAGA
GCCAGAGTTTGTCTACGGAATGTATAGACAGAAAAAACTTTCGAAAATCGTTCATGAGGAT
AAGGAAGAAAAATATAGTGAAGCAACCAGGAAAATGTTTTTCTACTCCAACTTGATGAATA
TGTTCAAAAGAGTTGTGAGGTTAGCAGATGGTTCTATTGTTGTAAGACCAGTAATAGAAACT
GGTAGATATATGAGAAAAACTGCATGGGATAAAAAGAAACACTTTGCGACAGTTAGAAAA
GTCTTGTCATACCCTCAGAACAATATCGTGAAGAAGACAGAGATTCAGACAGGTGGTTTCTC
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TAAGGAATCAATCTTGGCGCATGGTAACTCAGATAAGTTGATTCCAAGAAAAACGAAGGAT
ATTTATTTAGATCCTAAGAAATATGGAGGTTTTGATAGTCCGATAGTAGCTTACTCTGTTTTA
GTTGTAGCTGATATCAAAAAAGGTAAAGCACAAAAACTAAAAACAGTTACGGAACTTTTAG
GAATTACCATCATGGAGAGGTCCAGATTTGAGAAAAATCCATCAGCTTTCCTTGAATCAAAA
GGTTATTTAAATATTAGGGACGATAAATTAATGATTTTACCGAAGTATAGTCTGTTCGAATT
AGAAAATGGGCGTCGTCGATTACTTGCTAGTGCTGGTGAATTACAAAAAGGTAACGAGCTA
GCCTTACCAACACAATTTATGAAGTTCTTATACCTTGCAAGTCGTTATAATGAGTCAAAAGG
TAAACCAGAGGAGATTGAGAAGAAACAAGAATTTGTAAATCAACATGTCTCTTATTTTGAT
GACATCCTTCAATTAATTAATGATTTTTCAAAACGAGTTATTCTAGCAGATGCTAATTTAGA
GAAAATCAATAAGCTTTACCAGGATAATAAGGAAAATATACCAGTAGATGAACTTGCTAAT
AATATTATCAATCTATTTACTTTTACCAGTCTAGGAGCTCCAGCAGCTTTTAAATTTTTTGAT
AAAATAGTTGATAGAAAACGCTATACATCAACTAAAGAAGTACTTAATTCTACTCTAATCCA
TCAATCTATTACTGGACTTTATGAAACACGTATTGATTTGGGTAAATTAGGAGAAGATTGA
(SEQ ID NO:494)

SEQ ID NO:495:

ATGGCAGGTTGGCGAACTGTTGTTGTAAATACACATTCTAAGCTCTCTTATAAAAATAATCA
TCTGATTTTTAAAGATTCTTATCAGACGGAAATGATTCATCTTTCAGAGATTGATATTCTAAT
CATGGAAACGACAGATATTGTTTTGTCGACTATGCTGATTAAACGTTTGGTTGATGAAAATA
TTTTAGTCATATTTTGTGATGATAAACGCTTGCCAACAGCTATGTTAATGCCGTACTATGCTA
GACATGATTCGAGTTTACAATTATCTAGGCAGATGTCATGGATTGAGGATGTCAAAGCGGAT
GTTTGGACATCAATTATTGCACAAAAAATTTTGAATCAGTCCTTTTATCTCGGTGAGTGTTCT
TTCTTTGAAAAATCCCAGTCTATTATGAATCTCTATCATGATTTAGAATCTTTTGACCCTTCC
AATCGTGAAGGTCATGCAGCTAGGATTTATTTCAATACACTTTTTGGAAATGATTTITTCAAG
AGAGCAGGATAATCCAATAAATGCTGGTTTAGACTATGGATATTCTCTGATTTTGAGTATGT
TTGCGCGTGAAGTTGTTAAGTGTGGTTGCATGACACAATTTGGCTTAAAGCATGCTAATCAA
TTTAATCAGTTCAACCTAGCAAGCGATATTATGGAACCATTTCGCCCAATCGTTGATAGGAT
TATTTATGAAAATAGGCAGAGTGATTTTGTCAAAATGAAAAGAGAACTCTTITTCTATGTTTT
CAGAGACATACAGCTACAACGGTAAAGAAATGTATCTTTCAAATATTGTCAGCGATTACAC
CAAAAAAGTTATTAAGTCGCTAAATAGTGATGGGAATGGAATTCCGGAGTTTAGGATATGA
(SEQ ID NO:495)

SEQ 1D NO:496:

ATGAGTTATCGGTATATGAGAATGATTTTAATGTTTGATATGCCTACTGAAACAGTAGAAGA
ACGTAAGGCGTATCGTAAGTTTAGAAAGTTTCTGTTGAGCGAAGGTTTTATTATGCATCAGT
TCTCTGTTTATAGTAAATTATTGCTCAATAATACAGCTAATAATGCCATGATAGGTCGGCTT

AAAGTGAATAATCCTAAGAAAGGGAGTATAACTCTTTTGACAGTTACCGAGAAGCAGTTTG

CAAGGATGGTTTATCTACATGGTGAACATAATATGAGTGTTGCCAACTCTGATAGTCGCTTG
GTTTTCCTAGGAGATTCTTATGATCAAGATTAA (SEQ ID NO:496)

SEQ ID NO:497:

ATGATCAAGATTAATTTTCCAATTTTAGATGAACCATTAGTGTTAAGTAATGCTACGATTTTA
ACGATAGAAGATGTTTCAGTTTATTCTTCATTGGTGAAACATTTTTATCAATATGACGTAGAT
GAACATTTGAAATTATTTGATGATAAGCAGAAAAGTCTGAAGGCAACGGAGTTAATGTTAG
TTACAGATATCTTAGGATACGATGTCAACTCAGCACCTATTCTAAAGTTGATACATGGTGAC
TTAGAAAATCAATTCAACGAAAAGCCAGAAGTGAAATCAATGGTAGAAAAATTAGCAGCTA
CTATTACAGAACTTATCGCATTTGAGTGTCTAGAGAATGAGCTTGATTTAGAATACGATGAA
ATTACGATTTTAGAACTCATTAAGGCACTGGGAGTCAAAATTGAGACACAGAGCGACACTA
TCTTTGAAAAATGTTTTGAAATTATACAAGTTTACCATTATTTAACGAAAAAGAATCTCTTA
GTTTTTGTTAATAGCGGAGCTTATCTTACCAAAGATGAAGTTATAAAATTATGTGAATACAT
CAATTTAATGCAAAAGTCAGTACTCTTTCTAGAACCTAGAAGACTCTATGATTTACCGCAAT
ATGTTATTGATAAGGATTATTTCTTGATAGGCGAAAATATGGTATAA (SEQ ID NO:497)
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SEQ ID NO:498:

ATGAAAAAACCTTACTCTATTGGACTTGATATTGGAACCAATTCTGTTGGTTGGGCTGTTGT
GACAGATGACTACAAAGTTCCTGCTAAGAAGATGAAGGTTCTGGGAAATACAGATAAAAGT
CATATCGAGAAAAATTTGCTTGGCGCTTTATTATTTGATAGCGGGAATACTGCAGAAGACAG
ACGGTTAAAGAGAACTGCTCGCCGTCGTTACACACGTCGCAGAAATCGTATTTTATATTTGC
AAGAGATTTTTTCAGAAGAAATGGGCAAGGTAGATGATAGTTTCTTTCATCGTTTAGAGGAT
TCTTTTCTTGTTACTGAGGATAAACGAGGAGAGCGCCATCCCATTTTTGGGAATCTTGAAGA
AGAAGTTAAGTATCATGAAAATTTTCCAACCATTTATCATTTGCGGCAATATCTTGCGGATA
ATCCAGAAAAAGTTGATTTGCGTTTAGTTTATTTGGCTTTGGCACATATAATTAAGTTTAGA
GGTCATTTTTTAATTGAAGGAAAGTTTGATACACGCAATAATGATGTACAAAGACTGTTTCA
AGAATTTTTAGCAGTCTATGATAATACTTTTGAGAATAGTTCGCTTCAGGAGCAAAATGTTC
AAGTTGAAGAAATTCTGACTGATAAAATCAGTAAATCTGCTAAGAAAGATAGAGTTTTGAA
ACTTTTTCCTAATGAAAAGTCTAATGGCCGCTTTGCAGAATTTCTAAAACTAATTGTTGGTA
ATCAAGCTGATTTTAAAAAGCATTTTGAATTAGAAGAGAAAGCACCATTGCAATTTTCTAAA
GATACTTATGAAGAAGAGTTAGAAGTACTATTAGCTCAAATTGGAGATAATTACGCAGAGC
TCTTTTTATCAGCAAAGAAACTGTATGATAGTATCCTTTTATCAGGGATTTTAACAGTTACTG
ATGTTGGTACCAAAGCGCCTTTATCTGCTTCGATGATTCAGCGATATAATGAACATCAGATG
GATTTAGCTCAGCTTAAACAATTCATTCGTCAGAAATTATCAGATAAATATAACGAAGTTTT
TTCTGATGTTTCAAAAGACGGCTATGCGGGTTATATTGATGGGAAAACAAATCAAGAAGCTT
TTTATAAATACCTTAAAGGTCTATTAAATAAGATTGAGGGAAGTGGCTATTTCCTTGATAAA
ATTGAGCGTGAAGATTTTCTAAGAAAGCAACGTACCTTTGACAATGGCTCTATTCCACATCA
GATTCATCTTCAAGAAATGCGTGCTATCATTCGTAGACAGGCTGAATTTTATCCGTTTTTAGC
AGACAATCAAGATAGGATTGAGAAATTATTGACTTTCCGTATTCCCTACTATGTTGGTCCAT
TAGCGCGCGGAAAAAGTGATTTTGCTTGGTTAAGTCGGAAATCGGCTGATAAAATTACACC
ATGGAATTTTGATGAAATCGTTGATAAAGAATCCTCTGCAGAAGCTTTTATCAATCGTATGA
CAAATTATGATTTGTACTTGCCAAATCAAAAAGTTCTTCCTAAACATAGTTTATTATACGAA
AAATTTACTGTTTACAATGAATTAACAAAGGTTAAATATAAAACAGAGCAAGGAAAAACAG
CATTTTTTGATGCCAATATGAAGCAAGAAATCTTTGATGGCGTATTTAAGGTTTATCGAAAA
GTAACTAAAGATAAATTAATGGATTTCCTTGAAAAAGAATTTGATGAATTTCGTATTGTTGA
TTTAACAGGTCTGGATAAAGAAAATAAAGTATTTAACGCTTCTTATGGAACTTATCATGATT
TGTGTAAAATTTTAGATAAAGATTTTCTCGATAATTCAAAGAATGAAAAGATTTTAGAAGAT
ATTGTGTTGACCTTAACGTTATTTGAAGATAGAGAAATGATTAGAAAACGTCTAGAAAATTA
CAGTGATTTATTGACCAAAGAACAAGTGAAAAAGCTGGAAAGACGTCATTATACTGGTTGG
GGAAGATTATCAGCTGAGTTAATTCATGGTATTCGCAATAAAGAAAGCAGAAAAACAATTC
TTGATTATCTCATTGATGATGGCAATAGCAATCGGAACTTTATGCAACTGATTAACGATGAT
GCTCTTTCTTTCAAAGAAGAGATTGCTAAGGCACAAGTTATTGGAGAAACAGACAATCTAA
ATCAAGTTGTTAGTGATATTGCTGGCAGCCCTGCTATTAAAAAAGGAATTTTACAAAGCTTG
AAGATTGTTGATGAGCTTGTCAAAATTATGGGACATCAACCTGAAAATATCGTCGTGGAGAT
GGCGCGTGAAAACCAGTTTACCAATCAGGGACGACGAAATTCACAGCAACGTTTGAAAGGT
TTGACAGATTCTATTAAAGAATTTGGAAGTCAAATTCTTAAAGAACATCCGGTTGAGAATTC
ACAGTTACAAAATGATAGATTGTTTCTATATTATTTACAAAACGGCAGAGATATGTATACTG
GAGAAGAATTGGATATTGATTATCTAAGCCAGTATGATATAGACCATATTATCCCGCAAGCT
TTTATAAAGGATAATTCTATTGATAATAGAGTATTGACTAGCTCAAAGGAAAATCGTGGAA
AATCGGATGATGTACCAAGTAAAGATGTTGTTCGTAAAATGAAATCCTATTGGAGTAAGCT
ACTTTCGGCAAAGCTTATTACACAACGTAAATTTGATAATTTGACAAAAGCTGAACGAGGTG
GATTGACCGACGATGATAAAGCTGGATTCATCAAGCGTCAATTAGTAGAAACACGACAAAT
TACCAAACATGTAGCACGTATTCTGGACGAACGATTTAATACAGAAACAGATGAAAACAAC
AAGAAAATTCGTCAAGTAAAAATTGTGACCTTGAAATCAAATCTTGTTTCCAATTTCCGTAA
AGAGTTTGAACTCTACAAAGTGCGTGAAATTAATGACTATCATCATGCACATGATGCCTATC
TCAATGCTGTAATTGGAAAGGCTTTACTAGGTGTTTACCCACAATTGGAACCTGAATTTGTT
TATGGTGATTATCCTCATTTTCATGGACATAAAGAAAATAAAGCAACTGCTAAGAAATTTTT
CTATTCAAATATTATGAACTTCTTTAAAAAAGATGATGTCCGTACTGATAAAAATGGTGAAA
TTATCTGGAAAAAAGATGAGCATATTTCTAATATTAAAAAAGTGCTTTCTTATCCACAAGTT
AATATTGTTAAGAAAGTAGAGGAGCAAACGGGAGGATTTTCTAAAGAATCTATCTTGCCGA
AAGGTAATTCTGACAAGCTTATTCCTCGAAAAACGAAGAAATTTTATTGGGATACCAAGAA
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ATATGGAGGATTTGATAGCCCGATTGTTGCTTATTCTATTTTAGTTATTGCTGATATTGAAAA
AGGTAAATCTAAAAAATTGAAAACAGTCAAAGCCTTAGTTGGTGTCACTATTATGGAAAAG
ATGACTTTTGAAAGGGATCCAGTTGCTTTTCTTGAGCGAAAAGGCTATCGAAATGTTCAAGA
AGAAAATATTATAAAGTTACCAAAATATAGTTTATTTAAACTAGAAAACGGACGAAAAAGG
CTATTGGCAAGTGCTAGGGAACTTCAAAAGGGAAATGAAATCGTTTTGCCAAATCATTTAG
GAACCTTGCTTTATCACGCTAAAAATATTCATAAAGTTGATGAACCAAAGCATTTGGACTAT
GTTGATAAACATAAAGATGAATTTAAGGAGTTGCTAGATGTTGTGTCAAACTTTTCTAAAAA
ATATACTTTAGCAGAAGGAAATTTAGAAAAAATCAAAGAATTATATGCACAAAATAATGGT
GAAGATCTTAAAGAATTAGCAAGTTCATTTATCAACTTATTAACATTTACTGCTATAGGAGC
ACCGGCTACTTTTAAATTCTTTGATAAAAATATTGATCGAAAACGATATACTTCAACTACTG
AAATTCTCAACGCTACCCTCATCCACCAATCCATCACCGGTCTTTATGAAACGCGGATTGAT
CTCAATAAGTTAGGAGGAGACTAATGGGCTGGCGGACAGTGGTTGTTAATACGCATTCCAA
GTTGTCTTATAAGAACAACCACTTGATTTTTAAAGATGCTTATCAGACAGAGATGATTCATC
TGTCTGAGATTGACATCTTATTACTTGAGACAACAGATATTGTTTTGTCAACTATGCTAATCA
AACGCTTGGTTGATGAGAATATTTTGGTCATTTTTTGTGATGACAAACGTCTGCCAACAGCC
ATGCTCATGCCTTACTATGCGCGTCACGATTCCAGCTTGCAGCTGAGTCATCAGATTTCTTGG
ACAGAAGAAGTGAAATGCGATGTCTGGACAACAATCATC GCTCAAAAGATTTTGAATCAGT
CATGTTATTTGGGAGAATGTTTTTATTTTGAAAAATCTCAGTCAATTATGGATTTATATCATG
ACTTAGAGCCTTTTGACCCTAGTAATCGAGAAGGACATTCTGCGCGGATTTATTTCAATACC
TTATTTGGAAATGTTTTTTCCAGAGAACAAGATAATGATATTAATGCAGGTCTTGACTATGG
TTATACGCTGCTGTTAAGTATGTTTGCGCGTGAAGTGGTTGTATCTGGCTGTATGACACAATT
TGGTCTCAAGCATGCCAACCAATTCAATCAGTTTAACTTTGCCAGTGATATTATGGAGCCTT
TTCGTCCAATTGTTGACCGTATTGTTTATGAAAATCGAAATAACTCTTTTATTAAAATAAAAC
GTGAGCTATTCAGCATGTTTTCAGACACCTATCTTTATAATAATAAGGAGATGTATTTGACA
AATATTGTCAGCGATTATACCAAAAAGGTAATCAAGGCGCTGAATAATGATGGGAAAGGAG
TTCCTGAGTTTAGGATATGAGTTACCGATATATGCGAATGATTTTAATGTTTGATATGCCAA
CAGATACTGCTGAGGAACGCAAAGCTTATCGTAAATTTCGGAAATTTTTACTGAGCGAAGGT
TTCATCATGCATCAGTTTTCAGTATACAGCAAGCTGCTTTTGAATAACTCTGCCAATACAGC
CATGATTGCCCGCTTGAAGGAGAATAATCCAAAGAAGGGCAATATCACCTTGTTGACCGTG
ACTGAAAAGCAGTTTGCCCGTATGATTTACCTGAATGGTGAGCGTGATACTAGCATTGCTAA
TTCGGATTCACGACTGGTCTTTCTAGGGGAGGCTTTTCCTGATGAAACTTAATTTTCCTATAT
TGGATGAACCAATAACTCTTGAAAAATCTACGATTTTGGTATTAGAAGATGTGCAAGTTTTT
GCTCAAATGGTGAGAAATCTTTATCAATATGATGAAGATAGTGAACTTAAATTTTTTAATAG
AAAATTTAAGAGTCTGAAACCATCTGAGTTAATGCTTGTGACAGATATTTTAGGTTATGATG
TCAATGCCCCGTCCTTGCTGAAGTTGGTTCACGCTGATTTAGAAAATCAGTTTAATGAAAAA
CCAGAGGTTAAGTCTATGGTTGAAAAACTGGCAAATACCATTACGGAATTAATTGCTTATGA
ATGTTTAGAAAATGAATTGGACTTAGAATATGATGAGATTACTATTTTAGAGTTAATCAAAG
CTTTAGGCGTCAAAATTGAAACACAAAGTGATACCATTTTTGAAAAAATGTTTGAAGTCCTT
CAAGTTTATAAGTATCTAAATAAAAAGAAGCTTCTCGTTTTTATCAATACTTTATCCTATTTT
AAAAGAGAAGAAATCGCGCAAATTCTAGAATATATTCACTTATCCGATATGGTTGTTTTATT
TCTTGAACCCCGTAAAATTGATGGTTTTGCTCAATATATTTTAGATGAAGATTATTTCTTGAT
AACAGAAAGCAACAACTAAATACGAATAATAAGATAGTTTCTAAATCAGGGGCTGTCTTTT
ATTATGGATTGACAAATGCGTATAATGCGTATAAAATAAAAAGAGAAATGTTATTTGCCATT
AACAGGGAAAGAATTAGCTAAATTAGCGATAAACAATGGATGGGAAGAAGTTCGGGTGAG
AGGAAGTCATCATCATTTCAAGAAAGATGGAGTATCTTATATTGTGACGATTCCTATTCATG
GAAATAAAGTGCTTAAAATTGGTCTTGAAAAGAAACTCTTAAGGGATTTAAATTTATTATGA
TAGAGGAGGAAGTCGTCATGTTAAAATCATATCCTGTAATTTTTCATAAGGAAGAGGAAGG
GTATTGGGTTGAATTTCCTGAATTTGGCGGTGGTACGCAAGGGGAAGATTTGGAAGAAGCC
ATGAAGAACGCTCGTCAGATGTTAGAAAGTGTGTTGGCATCTTATCTTGATGAAGGGTTGGT
TCTACCCATTTCAAGCGATATTCAGAAAATATCTGTTGAAGATGGTTTTGCGACCATGATTC
AAGCTGATCCTAGTCCTTATCTCAAAAATAACAAAGCTATTCGGAAAAATGTTACCGTGCCT
GAGTGGTTGATACGATTAGCAGACCGTGACCGAGTAAATTATTCTGAAGTATTAACAAAGG
CTTTGGAAAAGAAACTACAATTATAA (SEQ ID NO:498)
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SEQ ID NO:499:

ATGAAAAAACCTTACTCTATTGGACTTGATATTGGAACCAATTCTGTTGGTTGGGCTGTTGT
GACAGATGACTACAAAGTTCCTGCTAAGAAGATGAAGGTTCTGGGAAATACAGATAAAAGT
CATATCGAGAAAAATTTGCTTGGCGCTTTATTATTTGATAGCGGGAATACTGCAGAAGACAG
ACGGTTAAAGAGAACTGCTCGCCGTCGTTACACACGTCGCAGAAATCGTATTTTATATTTGC
AAGAGATTTTTTCAGAAGAAATGGGCAAGGTAGATGATAGTTTCTTTCATCGTTTAGAGGAT
TCTTTTCTTGTTACTGAGGATAAACGAGGAGAGCGCCATCCCATTTTTGGGAATCTTGAAGA
AGAAGTTAAGTATCATGAAAATTTTCCAACCATTTATCATTTGCGGCAATATCTTGCGGATA
ATCCAGAAAAAGTTGATTTGCGTTTAGTTTATTTGGCTTTGGCACATATAATTAAGTTTAGA
GGTCATTTTTTAATTGAAGGAAAGTTTGATACACGCAATAATGATGTACAAAGACTGTTTCA
AGAATTTTTAGCAGTCTATGATAATACTTTTGAGAATAGTTCGCTTCAGGAGCAAAATGTTC
AAGTTGAAGAAATTCTGACTGATAAAATCAGTAAATCTGCTAAGAAAGATAGAGTTTTGAA
ACTTTTTCCTAATGAAAAGTCTAATGGCCGCTTTGCAGAATTTCTAAAACTAATTGTTGGTA
ATCAAGCTGATTTTAAAAAGCATTTTGAATTAGAAGAGAAAGCACCATTGCAATTTTCTAAA
-GATACTTATGAAGAAGAGTTAGAAGTACTATTAGCTCAAATTGGAGATAATTACGCAGAGC
TCTTTTTATCAGCAAAGAAACTGTATGATAGTATCCTTTTATCAGGGATTTTAACAGTTACTG
ATGTTGGTACCAAAGCGCCTTTATCTGCTTCGATGATTCAGCGATATAATGAACATCAGATG
GATTTAGCTCAGCTTAAACAATTCATTCGTCAGAAATTATCAGATAAATATAACGAAGTTTT
TTCTGATGTTTCAAAAGACGGCTATGCGGGTTATATTGATGGGAAAACAAATCAAGAAGCTT
TTTATAAATACCTTAAAGGTCTATTAAATAAGATTGAGGGAAGTGGCTATTTCCTTGATAAA
ATTGAGCGTGAAGATTTTCTAAGAAAGCAACGTACCTTTGACAATGGCTCTATTCCACATCA
GATTCATCTTCAAGAAATGCGTGCTATCATTCGTAGACAGGCTGAATTTTATCCGTTTTTAGC
AGACAATCAAGATAGGATTGAGAAATTATTGACTTTCCGTATTCCCTACTATGTTGGTCCAT
TAGCGCGCGGAAAAAGTGATTTTGCTTGGTTAAGTCGGAAATCGGCTGATAAAATTACACC
ATGGAATTTTGATGAAATCGTTGATAAAGAATCCTCTGCAGAAGCTTTTATCAATCGTATGA
CAAATTATGATTTGTACTTGCCAAATCAAAAAGTTCTTCCTAAACATAGTTTATTATACGAA
AAATTTACTGTTTACAATGAATTAACAAAGGTTAAATATAAAACAGAGCAAGGAAAAACAG
CATTTTTTGATGCCAATATGAAGCAAGAAATCTTTGATGGCGTATTTAAGGTTTATCGAAAA
GTAACTAAAGATAAATTAATGGATTTCCTTGAAAAAGAATTTGATGAATTTCGTATTGTTGA
TTTAACAGGTCTGGATAAAGAAAATAAAGTATTTAACGCTTCTTATGGAACTTATCATGATT
TGTGTAAAATTTTAGATAAAGATTTTCTCGATAATTCAAAGAATGAAAAGATTTTAGAAGAT
ATTGTGTTGACCTTAACGTTATTTGAAGATAGAGAAATGATTAGAAAACGTCTAGAAAATTA
CAGTGATTTATTGACCAAAGAACAAGTGAAAAAGCTGGAAAGACGTCATTATACTGGTTGG
GGAAGATTATCAGCTGAGTTAATTCATGGTATTCGCAATAAAGAAAGCAGAAAAACAATTC
TTGATTATCTCATTGATGATGGCAATAGCAATCGGAACTTTATGCAACTGATTAACGATGAT
GCTCTTTCTTTCAAAGAAGAGATTGCTAAGGCACAAGTTATTGGAGAAACAGACAATCTAA
ATCAAGTTGTTAGTGATATTGCTGGCAGCCCTGCTATTAAAAAAGGAATTTTACAAAGCTTG
AAGATTGTTGATGAGCTTGTCAAAATTATGGGACATCAACCTGAAAATATCGTCGTGGAGAT
GGCGCGTGAAAACCAGTTTACCAATCAGGGACGACGAAATTCACAGCAACGTTTGAAAGGT
TTGACAGATTCTATTAAAGAATTTGGAAGTCAAATTCTTAAAGAACATCCGGTTGAGAATTC
ACAGTTACAAAATGATAGATTGTTTCTATATTATTTACAAAACGGCAGAGATATGTATACTG
GAGAAGAATTGGATATTGATTATCTAAGCCAGTATGATATAGACCATATTATCCCGCAAGCT
TTTATAAAGGATAATTCTATTGATAATAGAGTATTGACTAGCTCAAAGGAAAATCGTGGAA

- AATCGGATGATGTACCAAGTAAAGATGTTGTTCGTAAAATGAAATCCTATTGGAGTAAGCT
ACTTTCGGCAAAGCTTATTACACAACGTAAATTTGATAATTTGACAAAAGCTGAACGAGGTG
GATTGACCGACGATGATAAAGCTGGATTCATCAAGCGTCAATTAGTAGAAACACGACAAAT
TACCAAACATGTAGCACGTATTCTGGACGAACGATTTAATACAGAAACAGATGAAAACAAC
AAGAAAATTCGTCAAGTAAAAATTGTGACCTTGAAATCAAATCTTGTTTCCAATTTCCGTAA
AGAGTTTGAACTCTACAAAGTGCGTGAAATTAATGACTATCATCATGCACATGATGCCTATC
TCAATGCTGTAATTGGAAAGGCTTTACTAGGTGTTTACCCACAATTGGAACCTGAATTTGTT
TATGGTGATTATCCTCATTTTCATGGACATAAAGAAAATAAAGCAACTGCTAAGAAATTTTT
CTATTCAAATATTATGAACTTCTTTAAAAAAGATGATGTCCGTACTGATAAAAATGGTGAAA
TTATCTGGAAAAAAGATGAGCATATTTCTAATATTAAAAAAGTGCTTTCTTATCCACAAGTT
AATATTGTTAAGAAAGTAGAGGAGCAAACGGGAGGATTTTCTAAAGAATCTATCTTGCCGA
AAGGTAATTCTGACAAGCTTATTCCTCGAAAAACGAAGAAATTTTATTGGGATACCAAGAA
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ATATGGAGGATTTGATAGCCCGATTGTTGCTTATTCTATTTTAGTTATTGCTGATATTGAAAA
AGGTAAATCTAAAAAATTGAAAACAGTCAAAGCCTTAGTTGGTGTCACTATTATGGAAAAG
ATGACTTTTGAAAGGGATCCAGTTGCTTTTCTTGAGCGAAAAGGCTATCGAAATGTTCAAGA
AGAAAATATTATAAAGTTACCAAAATATAGTTTATTTAAACTAGAAAACGGACGAAAAAGG
CTATTGGCAAGTGCTAGGGAACTTCAAAAGGGAAATGAAATCGTTTTGCCAAATCATTTAG

GAACCTTGCTTTATCACGCTAAAAATATTCATAAAGTTGATGAACCAAAGCATTTGGACTAT
GTTGATAAACATAAAGATGAATTTAAGGAGTTGCTAGATGTTGTGTCAAACTTTTCTAAAAA
ATATACTTTAGCAGAAGGAAATTTAGAAAAAATCAAAGAATTATATGCACAAAATAATGGT
GAAGATCTTAAAGAATTAGCAAGTTCATTTATCAACTTATTAACATTTACTGCTATAGGAGC
ACCGGCTACTTTTAAATTCTTTGATAAAAATATTGATCGAAAACGATATACTTCAACTACTG

AAATTCTCAACGCTACCCTCATCCACCAATCCATCACCGGTCTTTATGAAACGCGGATTGAT
CTCAATAAGTTAGGAGGAGACTAA (SEQ ID NO:499)

SEQ ID NO:500:

ATGGGCTGGCGGACAGTGGTTGTTAATACGCATTCCAAGTTGTCTTATAAGAACAACCACTT
GATTTTTAAAGATGCTTATCAGACAGAGATGATTCATCTGTCTGAGATTGACATCTTATTACT
TGAGACAACAGATATTGTTTTGTCAACTATGCTAATCAAACGCTTGGTTGATGAGAATATTT
TGGTCATTTTTTGTGATGACAAACGTCTGCCAACAGCCATGCTCATGCCTTACTATGCGCGTC
ACGATTCCAGCTTGCAGCTGAGTCATCAGATTTCTTGGACAGAAGAAGTGAAATGCGATGTC
TGGACAACAATCATCGCTCAAAAGATTTTGAATCAGTCATGTTATTTGGGAGAATGTTTTTA
TTTTGAAAAATCTCAGTCAATTATGGATTTATATCATGACTTAGAGCCTTTTGACCCTAGTAA
TCGAGAAGGACATTCTGCGCGGATTTATTTCAATACCTTATTTGGAAATGTTTTTTCCAGAG
AACAAGATAATGATATTAATGCAGGTCTTGACTATGGTTATACGCTGCTGTTAAGTATGTTT
GCGCGTGAAGTGGTTGTATCTGGCTGTATGACACAATTTGGTCTCAAGCATGCCAACCAATT
CAATCAGTTTAACTTTGCCAGTGATATTATGGAGCCTTTTCGTCCAATTGTTGACCGTATTGT
TTATGAAAATCGAAATAACTCTTTTATTAAAATAAAACGTGAGCTATTCAGCATGTTTTCAG
ACACCTATCTTTATAATAATAAGGAGATGTATTTGACAAATATTGTCAGCGATTATACCAAA
AAGGTAATCAAGGCGCTGAATAATGATGGGAAAGGAGTTCCTGAGTTTAGGATATGA (SEQ
ID NO:500)

SEQ ID NO:501:

ATGCGAATGATTTTAATGTTTGATATGCCAACAGATACTGCTGAGGAACGCAAAGCTTATCG
TAAATTTCGGAAATTTTTACTGAGCGAAGGTTTCATCATGCATCAGTTTTCAGTATACAGCA
AGCTGCTTTTGAATAACTCTGCCAATACAGCCATGATTGCCCGCTTGAAGGAGAATAATCCA
AAGAAGGGCAATATCACCTTGTTGACCGTGACTGAAAAGCAGTTTGCCCGTATGATTTACCT
GAATGGTGAGCGTGATACTAGCATTGCTAATTCGGATTCACGACTGGTCTTTCTAGGGGAGG
CTTTTCCTGATGAAACTTAA (SEQ ID NO:501)

SEQ ID NO:502:

ATGGTGAGAAATCTTTATCAATATGATGAAGATAGTGAACTTAAATTTTTTAATAGAAAATT
TAAGAGTCTGAAACCATCTGAGTTAATGCTTGTGACAGATATTTTAGGTTATGATGTCAATG
CCCCGTCCTTGCTGAAGTTGGTTCACGCTGATTTAGAAAATCAGTTTAATGAAAAACCAGAG
" GTTAAGTCTATGGTTGAAAAACTGGCAAATACCATTACGGAATTAATTGCTTATGAATGTTT
AGAAAATGAATTGGACTTAGAATATGATGAGATTACTATTTTAGAGTTAATCAAAGCTTTAG
GCGTCAAAATTGAAACACAAAGTGATACCATTTTTGAAAAAATGTTTGAAGTCCTTCAAGTT
TATAAGTATCTAAATAAAAAGAAGCTTCTCGTTTTTATCAATACTTTATCCTATTTTAAAAGA
GAAGAAATCGCGCAAATTCTAGAATATATTCACTTATCCGATATGGTTGTTTTATTTCTTGAA
CCCCGTAAAATTGATGGTTTTGCTCAATATATTTTAGATGAAGATTATTTCTTGATAACAGA
AAGCAACAACTAA (SEQ ID NO:502)

SEQ ID NO:503:

ATGTTAAAATCATATCCTGTAATTTTTCATAAGGAAGAGGAAGGGTATTGGGTTGAATTTCC
TGAATTTGGCGGTGGTACGCAAGGGGAAGATTTGGAAGAAGCCATGAAGAACGCTCGTCAG
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ATGTTAGAAAGTGTGTTGGCATCTTATCTTGATGAAGGGTTGGTTCTACCCATTTCAAGCGA
TATTCAGAAAATATCTGTTGAAGATGGTTTTGCGACCATGATTCAAGCTGATCCTAGTCCTT
ATCTCAAAAATAACAAAGCTATTCGGAAAAATGTTACCGTGCCTGAGTGGTTGATACGATTA
GCAGACCGTGACCGAGTAAATTATTCTGAAGTATTAACAAAGGCTTTGGAAAAGAAACTAC
AATTATAA (SEQ ID NO:503)

SEQ ID NO:504:

ATGGATAAGAAATACTCAATAGGCTTAGATATCGGCACAAATAGCGTCGGATGGGCGGTGA
TCACTGATGAATATAAGGTTCCGTCTAAAAAGTTCAAGGTTCTGGGAAATACAGACCGCCA
CAGTATCAAAAAAAATCTTATAGGGGCTCTTTTATTTGACAGTGGAGAGACAGCGGAAGCG
ACTCGTCTCAAACGGACAGCTCGTAGAAGGTATACACGTCGGAAGAATCGTATTTGTTATCT
ACAGGAGATTTTTTCAAATGAGATGGCGAAAGTAGATGATAGTTTCTTTCATCGACTTGAAG
AGTCTTTTTTGGTGGAAGAAGACAAGAAGCATGAACGTCATCCTATTTTTGGAAATATAGTA
GATGAAGTTGCTTATCATGAGAAATATCCAACTATCTATCATCTGCGAAAAAAATTGGTAGA
TTCTACTGATAAAGCGGATTTGCGCTTAATCTATTTGGCCTTAGCGCATATGATTAAGTTTCG
TGGTCATTTTTTGATTGAGGGAGATTTAAATCCTGATAATAGTGATGTGGACAAACTATTTA
TCCAGTTGGTACAAACCTACAATCAATTATTTGAAGAAAACCCTATTAACGCAAGTGGAGTA
GATGCTAAAGCGATTCTTTCTGCACGATTGAGTAAATCAAGACGATTAGAAAATCTCATTGC
TCAGCTCCCCGGTGAGAAGAAAAATGGCTTATTTGGGAATCTCATTGCTTTGTCATTGGGTT
TGACCCCTAATTTTAAATCAAATTTTGATTTGGCAGAAGATGCTAAATTACAGCTTTCAAAA
GATACTTACGATGATGATTTAGATAATTTATTGGCGCAAATTGGAGATCAATATGCTGATTT
GTTTTTGGCAGCTAAGAATTTATCAGATGCTATTTTACTTTCAGATATCCTAAGAGTAAATAC
TGAAATAACTAAGGCTCCCCTATCAGCTTCAATGATTAAACGCTACGATGAACATCATCAAG
ACTTGACTCTTTTAAAAGCTTTAGTTCGACAACAACTTCCAGAAAAGTATAAAGAAATCTTT
TTTGATCAATCAAAAAACGGATATGCAGGTTATATTGATGGGGGAGCTAGCCAAGAAGAAT
TTTATAAATTTATCAAACCAATTTTAGAAAAAATGGATGGTACTGAGGAATTATTGGTGAAA
CTAAATCGTGAAGATTTGCTGCGCAAGCAACGGACCTTTGACAACGGCTCTATTCCCCATCA
AATTCACTTGGGTGAGCTGCATGCTATTTTGAGAAGACAAGAAGACTTTTATCCATTTTTAA
AAGACAATCGTGAGAAGATTGAAAAAATCTTGACTTTTCGAATTCCTTATTATGTTGGTCCA
TTGGCGCGTGGCAATAGTCGTTTTGCATGGATGACTCGGAAGTCTGAAGAAACAATTACCCC
ATGGAATTTTGAAGAAGTTGTCGATAAAGGTGCTTCAGCTCAATCATTTATTGAACGCATGA
CAAACTTTGATAAAAATCTTCCAAATGAAAAAGTACTACCAAAACATAGTTTGCTTTATGAG
TATTTTACGGTTTATAACGAATTGACAAAGGTCAAATATGTTACTGAAGGAATGCGAAAACC
AGCATTTCTTTCAGGTGAACAGAAGAAAGCCATTGTTGATTTACTCTTCAAAACAAATCGAA
AAGTAACCGTTAAGCAATTAAAAGAAGATTATTTCAAAAAAATAGAATGTTTTGATAGTGTT
GAAATTTCAGGAGTTGAAGATAGATTTAATGCTTCATTAGGTACCTACCATGATTTGCTAAA
AATTATTAAAGATAAAGATTTTTTGGATAATGAAGAAAATGAAGATATCTTAGAGGATATT
GTTTTAACATTGACCTTATTTGAAGATAGGGAGATGATTGAGGAAAGACTTAAAACATATGC
TCACCTCTTTGATGATAAGGTGATGAAACAGCTTAAACGTCGCCGTTATACTGGTTGGGGAC
GTTTGTCTCGAAAATTGATTAATGGTATTAGGGATAAGCAATCTGGCAAAACAATATTAGAT
TTTTTGAAATCAGATGGTTTTGCCAATCGCAATTTTATGCAGCTGATCCATGATGATAGTTTG
ACATTTAAAGAAGACATTCAAAAAGCACAAGTGTCTGGACAAGGCGATAGTTTACATGAAC
ATATTGCAAATTTAGCTGGTAGCCCTGCTATTAAAAAAGGTATTTTACAGACTGTAAAAGTT
GTTGATGAATTGGTCAAAGTAATGGGGCGGCATAAGCCAGAAAATATCGTTATTGAAATGG
CACGTGAAAATCAGACAACTCAAAAGGGCCAGAAAAATTCGCGAGAGCGTATGAAACGAA
TCGAAGAAGGTATCAAAGAATTAGGAAGTCAGATTCTTAAAGAGCATCCTGTTGAAAATAC
TCAATTGCAAAATGAAAAGCTCTATCTCTATTATCTCCAAAATGGAAGAGACATGTATGTGG
ACCAAGAATTAGATATTAATCGTTTAAGTGATTATGATGTCGATCACATTGTTCCACAAAGT
TTCCTTAAAGACGATTCAATAGACAATAAGGTCTTAACGCGTTCTGATAAAAATCGTGGTAA
ATCGGATAACGTTCCAAGTGAAGAAGTAGTCAAAAAGATGAAAAACTATTGGAGACAACTT
CTAAACGCCAAGTTAATCACTCAACGTAAGTTTGATAATTTAACGAAAGCTGAACGTGGAG
GTTTGAGTGAACTTGATAAAGCTGGTTTTATCAAACGCCAATTGGTTGAAACTCGCCAAATC
ACTAAGCATGTGGCACAAATTTTGGATAGTCGCATGAATACTAAATACGATGAAAATGATA
AACTTATTCGAGAGGTTAAAGTGATTACCTTAAAATCTAAATTAGTTTCTGACTTCCGAAAA
GATTTCCAATTCTATAAAGTACGTGAGATTAACAATTACCATCATGCCCATGATGCGTATCT
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AAATGCCGTCGTTGGAACTGCTTTGATTAAGAAATATCCAAAACTTGAATCGGAGTTTGTCT
ATGGTGATTATAAAGTTTATGATGTTCGTAAAATGATTGCTAAGTCTGAGCAAGAAATAGGC
AAAGCAACCGCAAAATATTTCTTTTACTCTAATATCATGAACTTCTTCAAAACAGAAATTAC
ACTTGCAAATGGAGAGATTCGCAAACGCCCTCTAATCGAAACTAATGGGGAAACTGGAGAA
ATTGTCTGGGATAAAGGGCGAGATTTTGCCACAGTGCGCAAAGTATTGTCCATGCCCCAAGT
CAATATTGTCAAGAAAACAGAAGTACAGACAGGCGGATTCTCCAAGGAGTCAATTTTACCA
AAAAGAAATTCGGACAAGCTTATTGCTCGTAAAAAAGACTGGGATCCAAAAAAATATGGTG
GTTTTGATAGTCCAACGGTAGCTTATTCAGTCCTAGTGGTTGCTAAGGTGGAAAAAGGGAAA
TCGAAGAAGTTAAAATCCGTTAAAGAGTTACTAGGGATCACAATTATGGAAAGAAGTTCCT
TTGAAAAAAATCCGATTGACTTTTTAGAAGCTAAAGGATATAAGGAAGTTAAAAAAGACTT
AATCATTAAACTACCTAAATATAGTCTTTTTGAGTTAGAAAACGGTCGTAAACGGATGCTGG
CTAGTGCCGGAGAATTACAAAAAGGAAATGAGCTGGCTCTGCCAAGCAAATATGTGAATTT
TTTATATTTAGCTAGTCATTATGAAAAGTTGAAGGGTAGTCCAGAAGATAACGAACAAAAA
CAATTGTTTGTGGAGCAGCATAAGCATTATTTAGATGAGATTATTGAGCAAATCAGTGAATT
TTCTAAGCGTGTTATTTTAGCAGATGCCAATTTAGATAAAGTTCTT AGTGCATATAACAAAC
ATAGAGACAAACCAATACGTGAACAAGCAGAAAATATTATTCATTTATTTACGTTGACGAA
TCTTGGAGCTCCCGCTGCTTTTAAATATTTTGATACAACAATTGATCGTAAACGATATACGTC
TACAAAAGAAGTTTTAGATGCCACTCTTATCCATCAATCCATCACTGGTCTTTATGAAACAC
GCATTGATTTGAGTCAGCTAGGAGGTGACTGATGGCTGGTTGGCGTACTGTTGTGGTAAATA
CCCACTCGAAATTATCCTATAAGAATAATCATCTGATTTTTAAGGATGCCTATAAAACGGAG
CTGATCCATTTATCAGAAATTGATATTTTGTTATTAGAAACGACCGATATTGTCTTGTCCACT
ATGCTGGTAAAACGGCTAGTGGATGAGAATGTCCTTGTCATATTCTGTGATGATAAACGATT
ACCAACAGCTATGCTGATGCCTTTTTATGGTCGTCATGATTCGAGTTTACAGCTTGGGAAAC
AAATGTCCTGGTCAGAAACAGTCAAATCGCAGGTTTGGACGACGATTATTGCTCAAAAGAT
TTTGAATCAATCTTGCTATCTAGGAGCATGCTCCTATTTTGAAAAATCCCAATCTATTATGGA
TTTATATCATGGTTTGGAAAATTTTGATCCGAGTAATCGAGAAGGGCATGCAGCGAGAATTT
ATTTTAATACACTTTTTGGGAACGATTTCTCAAGAGATTTGGAGCATCCAATCAATGCAGGT
CTGGATTATGGTTATACTTTATTATTGAGTATGTTTGCGCGTGAAGTGGTTGTGTCTGGATGT
ATGACTCAGTTTGGGCTTAAACACGCTAATCAGTTTAATCAGTTCAATTTTGCTAGCGATATT
ATGGAACCATTTAGGCCTTTAGTGGATAAGATTGTTTATGAAAATCGAAATCAGCCTTTTCC
CAAAATAAAGAGAGAGTTATTTACTTTGTTTTCAGATACATTTTCATATAATGGTAAAGAGA
TGTATCTCACGAATATTATTAGCGATTATACTAAAAAAGTTGTCAAAGCTCTGAATAATGAA
GGGAAAGGAGTTCCTGAATTTAGGATATGAGTTATAGATATATGAGAATGATACTTATGTTT
GATATGCCGACGGACACCGCTGAGGAACGAAAAGCCTATCGAAAATTTCGGAAATTTTTAC
TTAGTGAAGGGTTTATCATGCATCAATTTTCTATTTATAGTAAGTTGCTGTTGAATAATACAG
CTAACAATGCCATGATTGGTCGGCTGAGGGAGCATAATCCTAATAAAGGAAATATTACATT
ACTAACGGTCACGGAAAAACAGTTTGCACGAATGATTTATTTACATGGTGAAAGAAATAAT
TGTATTGCAAACTCCGATGAAAGACTTGTATTTCTTGGGGAGGCTTTTGATGAATCTTAATTT
TTCCTTACTAGATGAACCGATTCCATTAAGAGGCGGTACAATTCTTGTGCTCGAAGATGTCT
GTGTATTTTCAAAAATAGTGCAATATTGTTACCAATATGAGGAAGATTCTGAACTTAAATTT
TTTGATCACAAGATGAAAACAATCAAAGAATCAGAAATCATGCTTGTAACAGATATTTTAG
GATTTGATGTTAACTCCTCAACCATTTTAAAATTGATTCATGCAGATTTAGAATCTCAATTTA
ATGAGAAACCCGAAGTGAAATCGATGATTGACAAATTGGTTGCTACGATTACAGAACTGAT
TGTCTTTGAATGCTTAGAAAATGAATTAGATTTAGAGTATGATGAAATCACAATCCTGGAAT
TGATTAAGTCCTTAGGAGTAAAAGTAGAAACGCAAAGTGATACTATTTTTGAAAAATGTCTA
GAGATACTTCAAATTTTCAAATATCTCACTAAGAAAAAGTTGCTTATTTTTGTCAATAGCGG
AGCTTTTCTAACAAAGGATGAAGTGGCTAGTTTACAAGAGTATATATCATTGACAAATTTAA
CAGTTCTCTTTTTAGAACCACGTGAACTATATGATTTTCCGCAGTATATTTTAGATGAAGATT
ATTTCTTAATAACTAAAAATATGGTATAA (SEQ ID NO:504)

SEQ ID NO:505:

ATGGATAAGAAATACTCAATAGGCTTAGATATCGGCACAAATAGCGTCGGATGGGCGGTGA
TCACTGATGAATATAAGGTTCCGTCTAAAAAGTTCAAGGTTCTGGGAAATACAGACCGCCA
CAGTATCAAAAAAAATCTTATAGGGGCTCTTTTATTTGACAGTGGAGAGACAGCGGAAGCG
ACTCGTCTCAAACGGACAGCTCGTAGAAGGTATACACGTCGGAAGAATCGTATTTGTTATCT
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ACAGGAGATTTTTTCAAATGAGATGGCGAAAGTAGATGATAGTTTCTTTCATCGACTTGAAG
AGTCTTTTTTGGTGGAAGAAGACAAGAAGCATGAACGTCATCCTATTTTTGGAAATATAGTA
GATGAAGTTGCTTATCATGAGAAATATCCAACTATCTATCATCTGCGAAAAAAATTGGTAGA
TTCTACTGATAAAGCGGATTTGCGCTTAATCTATTTGGCCTTAGCGCATATGATTAAGTTTCG
TGGTCATTTTTTGATTGAGGGAGATTTAAATCCTGATAATAGTGATGTGGACAAACTATTTA
TCCAGTTGGTACAAACCTACAATCAATTATTTGAAGAAAACCCTATTAACGCAAGTGGAGTA
GATGCTAAAGCGATTCTTTCTGCACGATTGAGTAAATCAAGACGATTAGAAAATCTCATTGC
TCAGCTCCCCGGTGAGAAGAAAAATGGCTTATTTGGGAATCTCATTGCTTTGTCATTGGGTT
TGACCCCTAATTTTAAATCAAATTTTGATTTGGCAGAAGATGCTAAATTACAGCTTTCAAAA
GATACTTACGATGATGATTTAGATAATTTATTGGCGCAAATTGGAGATCAATATGCTGATTT
GTTTTTGGCAGCTAAGAATTTATCAGATGCTATTTTACTTTCAGATATCCTAAGAGTAAATAC
TGAAATAACTAAGGCTCCCCTATCAGCTTCAATGATTAAACGCTACGATGAACATCATCAAG
ACTTGACTCTTTTAAAAGCTTTAGTTCGACAACAACTTCCAGAAAAGTATAAAGAAATCTTT
TTTGATCAATCAAAAAACGGATATGCAGGTTATATTGATGGGGGAGCTAGCCAAGAAGAAT
TTTATAAATTTATCAAACCAATTTTAGAAAAAATGGATGGTACTGAGGAATTATTGGTGAAA
CTAAATCGTGAAGATTTGCTGCGCAAGCAACGGACCTTTGACAACGGCTCTATTCCCCATCA
AATTCACTTGGGTGAGCTGCATGCTATTTTGAGAAGACAAGAAGACTTTTATCCATTTTTAA
AAGACAATCGTGAGAAGATTGAAAAAATCTTGACTTTTCGAATTCCTTATTATGTTGGTCCA
TTGGCGCGTGGCAATAGTCGTTTTGCATGGATGACTCGGAAGTCTGAAGAAACAATTACCCC
ATGGAATTTTGAAGAAGTTGTCGATAAAGGTGCTTCAGCTCAATCATTTATTGAACGCATGA
CAAACTTTGATAAAAATCTTCCAAATGAAAAAGTACTACCAAAACATAGTTTGCTTTATGAG
TATTTTACGGTTTATAACGAATTGACAAAGGTCAAATATGTTACTGAAGGAATGCGAAAACC
AGCATTTCTTTCAGGTGAACAGAAGAAAGCCATTGTTGATTTACTCTTCAAAACAAATCGAA
AAGTAACCGTTAAGCAATTAAAAGAAGATTATTTCAAAAAAATAGAATGTTTTGATAGTGTT
 GAAATTTCAGGAGTTGAAGATAGATTTAATGCTTCATTAGGTACCTACCATGATTTGCTAAA
AATTATTAAAGATAAAGATTTTTTGGATAATGAAGAAAATGAAGATATCTTAGAGGATATT
GTTTTAACATTGACCTTATTTGAAGATAGGGAGATGATTGAGGAAAGACTTAAAACATATGC
TCACCTCTTTGATGATAAGGTGATGAAACAGCTTAAACGTCGCCGTTATACTGGTTGGGGAC
"GTTTGTCTCGAAAATTGATTAATGGTATTAGGGATAAGCAATCTGGCAAAACAATATTAGAT
TTTTTGAAATCAGATGGTTTTGCCAATCGCAATTTTATGCAGCTGATCCATGATGATAGTTTG
ACATTTAAAGAAGACATTCAAAAAGCACAAGTGTCTGGACAAGGCGATAGTTTACATGAAC
ATATTGCAAATTTAGCTGGTAGCCCTGCTATTAAAAAAGGTATTTTACAGACTGTAAAAGTT
GTTGATGAATTGGTCAAAGTAATGGGGCGGCATAAGCCAGAAAATATCGTTATTGAAATGG
CACGTGAAAATCAGACAACTCAAAAGGGCCAGAAAAATTCGCGAGAGCGTATGAAACGAA
TCGAAGAAGGTATCAAAGAATTAGGAAGTCAGATTCTTAAAGAGCATCCTGTTGAAAATAC
TCAATTGCAAAATGAAAAGCTCTATCTCTATTATCTCCAAAATGGAAGAGACATGTATGTGG
ACCAAGAATTAGATATTAATCGTTTAAGTGATTATGATGTCGATCACATTGTTCCACAAAGT
TTCCTTAAAGACGATTCAATAGACAATAAGGTCTTAACGCGTTCTGATAAAAATCGTGGTAA
ATCGGATAACGTTCCAAGTGAAGAAGTAGTCAAAAAGATGAAAAACTATTGGAGACAACTT
CTAAACGCCAAGTTAATCACTCAACGTAAGTTTGATAATTTAACGAAAGCTGAACGTGGAG
GTTTGAGTGAACTTGATAAAGCTGGTTTTATCAAACGCCAATTGGTTGAAACTCGCCAAATC
ACTAAGCATGTGGCACAAATTTTGGATAGTCGCATGAATACTAAATACGATGAAAATGATA
AACTTATTCGAGAGGTTAAAGTGATTACCTTAAAATCTAAATTAGTTTCTGACTTCCGAAAA
GATTTCCAATTCTATAAAGTACGTGAGATTAACAATTACCATCATGCCCATGATGCGTATCT
AAATGCCGTCGTTGGAACTGCTTTGATTAAGAAATATCCAAAACTTGAATCGGAGTTTGTCT
ATGGTGATTATAAAGTTTATGATGTTCGTAAAATGATTGCTAAGTCTGAGCAAGAAATAGGC
AAAGCAACCGCAAAATATTTCTTTTACTCTAATATCATGAACTTCTTCAAAACAGAAATTAC
ACTTGCAAATGGAGAGATTCGCAAACGCCCTCTAATCGAAACTAATGGGGAAACTGGAGAA
ATTGTCTGGGATAAAGGGCGAGATTTTGCCACAGTGCGCAAAGTATTGTCCATGCCCCAAGT
CAATATTGTCAAGAAAACAGAAGTACAGACAGGCGGATTCTCCAAGGAGTCAATTTTACCA
AAAAGAAATTCGGACAAGCTTATTGCTCGTAAAAAAGACTGGGATCCAAAAAAATATGGTG
GTTTTGATAGTCCAACGGTAGCTTATTCAGTCCTAGTGGTTGCTAAGGTGGAAAAAGGGAAA
TCGAAGAAGTTAAAATCCGTTAAAGAGTTACTAGGGATCACAATTATGGAAAGAAGTTCCT
TTGAAAAAAATCCGATTGACTTTTTAGAAGCTAAAGGATATAAGGAAGTTAAAAAAGACTT
AATCATTAAACTACCTAAATATAGTCTTTTTGAGTTAGAAAACGGTCGTAAACGGATGCTGG
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CTAGTGCCGGAGAATTACAAAAAGGAAATGAGCTGGCTCTGCCAAGCAAATATGTGAATTT
TTTATATTTAGCTAGTCATTATGAAAAGTTGAAGGGTAGTCCAGAAGATAACGAACAAAAA
CAATTGTTTGTGGAGCAGCATAAGCATTATTTAGATGAGATTATTGAGCAAATCAGTGAATT
TTCTAAGCGTGTTATTTTAGCAGATGCCAATTTAGATAAAGTTCTTAGTGCATATAACAAAC
ATAGAGACAAACCAATACGTGAACAAGCAGAAAATATTATTCATTTATTTACGTTGACGAA
TCTTGGAGCTCCCGCTGCTTTTAAATATTTTGATACAACAATTGATCGTAAACGATATACGTC
TACAAAAGAAGTTTTAGATGCCACTCTTATCCATCAATCCATCACTGGTCTTTATGAAACAC
GCATTGATTTGAGTCAGCTAGGAGGTGACTGA (SEQ ID NO:505)

SEQID NC;:SDG:

ATGGCTGGTTGGCGTACTGTTGTGGTAAATACCCACTCGAAATTATCCTATAAGAATAATCA
TCTGATTTTTAAGGATGCCTATAAAACGGAGCTGATCCATTTATCAGAAATTGATATTTTGTT
ATTAGAAACGACCGATATTGTCTTGTCCACTATGCTGGTAAAACGGCTAGTGGATGAGAATG
TCCTTGTCATATTCTGTGATGATAAACGATTACCAACAGCTATGCTGATGCCTTTTTATGGTC
GTCATGATTCGAGTTTACAGCTTGGGAAACAAATGTCCTGGTCAGAAACAGTCAAATCGCA
GGTTTGGACGACGATTATTGCTCAAAAGATTTTGAATCAATCTTGCTATCTAGGAGCATGCT
CCTATTTTGAAAAATCCCAATCTATTATGGATTTATATCATGGTTTGGAAAATTTTGATCCGA
GTAATCGAGAAGGGCATGCAGCGAGAATTTATTTTAATACACTTTTTGGGAACGATTTCTCA
AGAGATTTGGAGCATCCAATCAATGCAGGTCTGGATTATGGTTATACTTTATTATTGAGTAT
GTTTGCGCGTGAAGTGGTTGTGTCTGGATGTATGACTCAGTTTGGGCTTAAACACGCTAATC
AGTTTAATCAGTTCAATTTTGCTAGCGATATTATGGAACCATTTAGGCCTTTAGTGGATAAG
ATTGTTTATGAAAATCGAAATCAGCCTTTTCCCAAAATAAAGAGAGAGTTATTTACTTTGTT
TTCAGATACATTTTCATATAATGGTAAAGAGATGTATCTCACGAATATTATTAGCGATTATA
CTAAAAAAGTTGTCAAAGCTCTGAATAATGAAGGGAAAGGAGTTCCTGAATTTAGGATATG
A (SEQ ID NO:506)

SEQ ID NO:507:

ATGAGTTATAGATATATGAGAATGATACTTATGTTTGATATGCCGACGGACACCGCTGAGGA
ACGAAAAGCCTATCGAAAATTTCGGAAATTTTTACTTAGTGAAGGGTTTATCATGCATCAAT
TTTCTATTTATAGTAAGTTGCTGTTGAATAATACAGCTAACAATGCCATGATTGGTCGGCTG
AGGGAGCATAATCCTAATAAAGGAAATATTACATTACTAACGGTCACGGAAAAACAGTTTG
CACGAATGATTTATTTACATGGTGAAAGAAATAATTGTATTGCAAACTCCGATGAAAGACTT
GTATTTCTTGGGGAGGCTTTTGATGAATCTTAA (SEQ ID NO:507)

SEQ ID NO:508:

ATGAATCTTAATTTTTCCTTACTAGATGAACCGATTCCATTAAGAGGCGGTACAATTCTTGTG
CTCGAAGATGTCTGTGTATTTTCAAAAATAGTGCAATATTGTTACCAATATGAGGAAGATTC

TGAACTTAAATTTTTTGATCACAAGATGAAAACAATCAAAGAATCAGAAATCATGCTTGTAA
CAGATATTTTAGGATTTGATGTTAACTCCTCAACCATTTTAAAATTGATTCATGCAGATTTAG
AATCTCAATTTAATGAGAAACCCGAAGTGAAATCGATGATTGACAAATTGGTTGCTACGATT
ACAGAACTGATTGTCTTTGAATGCTTAGAAAATGAATTAGATTTAGAGTATGATGAAATCAC
AATCCTGGAATTGATTAAGTCCTTAGGAGTAAAAGTAGAAACGCAAAGTGATACTATTTTTG
AAAAATGTCTAGAGATACTTCAAATTTTCAAATATCTCACTAAGAAAAAGTTGCTTATTTTT

GTCAATAGCGGAGCTTTTCTAACAAAGGATGAAGTGGCTAGTTTACAAGAGTATATATCATT
GACAAATTTAACAGTTCTCTTTTTAGAACCACGTGAACTATATGATTTTCCGCAGTATATTTT
AGATGAAGATTATTTCTTAATAACTAAAAATATGGTATAA (SEQ ID NO:508)

SEQ ID NO:517:

ATGGATAAGAAATACTCAATAGGCTTAGATATCGGCACAAATAGCGTCGGATGGGCGGTGA
TCACTGATGATTATAAGGTTCCGTCTAAAAAGCTCAAGGGTCTGGGAAATACAGACCGCCA
CGGTATCAAAAAAAATCTTATAGGGGCTCTTTTATTTGACAGTGGAGAGACAGCGGAAGCG
ACTCGTCTCAAACGGACAGCTCGTAGAAGGTATACACGTCGGAAGAATCGTATTTGTTATCT
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ACAGGAGATTTTTTCAAATGAGATGGCGAAAGTAGATGATAGTTTCTTTCATCGACTTGAAG
AGTCTTTTTTGGTGGAAGAAGACAAGAAGCATGAACGTCATCCTATTTTTGGAAATATAGTA
GATGAAGTTGCTTATCATGAGAAATATCCAACTATCTATCATCTGCGAAAAAAATTGGCAGA
TTCTACTGATAAAGTGGATTTGCGCTTAATCTATTTGGCCTTAGCGCATATGATTAAGTTTCG
TGGTCATTTTTTGATTGAGGGAGATTTAAATCCTGATAATAGTGATGTGGACAAACTATTTA
TCCAGTTGGTACAAACCTACAATCAATTATTTGAAGAAAACCCTATTAACGCAAGTAGAGTA
GATGCTAAAGCGATTCTTTCTGCACGATTGAGTAAATCAAGACGATTAGAAAATCTCATTGC
TCAGCTCCCCGGTGAGAAGAAAAATGGATTGTTTGGGAATCTCATTGCTTTGTCATTGGGAT
TGACCCCTAATTTTAAATCAAATTTTGATTTGGCAGAAGATGCTAAATTACAGCTTTCAAAA
GATACTTACGATGATGATTTAGATAATTTATTGGCGCAAATTGGAGATCAATATGCTGATTT
GTTTTTGGCAGCTAAGAATTTATCAGATGCTACTTTACTTTCAGATATCCTAAGAGTAAATA
GTGAAATAACTAAGGCTCCCCTATCAGCTTCAATGATTAAGCGCTACGATGAACATCATCAA
GACTTGACTCTTTTAAAAGCTTTAGTTCGACAACAACTTCCAGAAAAGTATAAAGAAATCTT
TTTTGATCAATCAAAAAACGGATATGCAGGTTATATTGATGGGGGAGCTAGCCAAGAAGAA
TTTTATAAATTTATCAAACCAATTTTAGAAAAAATGGATGGTACTGAGGAATTATTGGCGAA
‘ACTAAATCGTGAAGATTTGCTGCGCAAGCAACGGACCTTTGACAACGGCTCTATTCCCTATC
AAATTCACTTGGGTGAGCTGCATGCTATTTTGAGAAGACAAGAAGACTTTTATCCATTTTTA
AAAGACAATCGTGAGAAGATTGAAAAAATCTTGACTTTTCGAATTCCTTATTATGTTGGTCC
ATTGGCGCGTGGCAATAGTCGTTTTGCATGGATGACTCGGAAGTCTGAAGAAACAATTACCC
CATGGAATTTTGAAGAAGTTGTCGATAAAGGTGCTTCAGCTCAATCATTTATTGAACGCATG
ACAAACTTTGATAAAAATCTTCCAAATGAAAAAGTACTACCAAAACATAGTTTGCTTTATGA
GTATTTTACGGTTTATAACGAATTGACAAAAGTCAAATATGTTACTGAGGGAATGCGAAAA
CCAGCATTTCTTTCAGGTGAACAGAAGAAAGCCATTGTTGATTTACTCTTCAAAACAAATCG
AAAAGTAACCGTTAAGCAATTAAAAGAAGATTATTTCAAAAAAATAGAATGTTTTGATAGT
GTTGAAATTTCAGGAGTTGAAGATAGATTTAATGCTTCATTAGGTACCTACCATGATTTGCT
AAAAATTATTAAAGATAAAGATTTTTTGGATAATGAAGAAAACGAAGATATCTTAGAGGAT
ATTGTTTTAACATTGACCTTATTTGAAGATAGGGAGATGATTGAGGAAAGACTTAAAACATA
TGCTCACCTCTTTGATGATAAGGTGATGAAACAGCTTAAACGTCGCCGTTATACTGGTTGGG
GACGTTTGTCTCGAAAATTGATTAATGGTATTAGGGATAAGCAATCTGGCAAAACAATATTA
GATTTTTTGAAATCAGATGGTTTTGCCAATCGCAATTTTATGCAGCTGATCCATGATGATAGT
TTGACATTTAAAGAAGACATTCAAAAAGCACAAGTGTCTGGACAAGGCGATAGTTTACATG
AACATATTGCAAATTTAGCTGGTAGCCCTGCTATTAAAAAAGGTATTTTACAGACTGTAAAA
GTTGTTGATGAATTGGTCAAAGTAATGGGGCGGCATAAGCCAGAAAATATCGTTATTGAAA
TGGCACGTGAAAATCAGACAACTCAAAAGGGCCAGAAAAATTCGCGTGAGCGTATGAAAC
GTATTGAAGAAGGAATAAAAGAACTAGGAAGTGATATTCTAAAGGAGTATCCTGTTGAAAA
CACTCAATTACAAAATGAAAAGCTCTATCTCTATTATCTCCAAAATGGAAGAGACATGTATG
TGGACCAAGAATTAGATATTAATCGTTTAAGTGATTATGATGTCGATCACATTGTTCCACAA
AGTTTCCTTAAAGACGATTCAATAGACAATAAGGTCTTAACGCGTTCTGATAAAAATCGTGG
TAAATCGGATAACGTTCCAAGTGAAGAAGTAGTCAAAAAGATGAAAAACTATTGGAGACAA
CTTCTAAACGCCAAGTTAATCACTCAACGTAAGTTTGATAATTTAACAAAAGCTGAACGTGG
AGGTTTGAGTGAACTTGATAAAGTTGGTTTTATCAAACGCCAATTGGTTGAAACTCGCCAAA
TCACTAAGCATGTGGCACAAATTTTGGATAGTCGCATGAATACTAAATACGATGAAAATGA
TAAACTTATTCGAGAGGTTAGAGTGATTACCTTAAAATCTAAATTAGTTTCTGACTTCCGAA
AAGATTTCCAATTCTATAAAGTACGTGAGATTAACAATTACCATCATGCCCATGATGCGTAT
CTTAATGCCGTCGTTGGAACTGCTTTGATTAAGAAATATCCAAAACTTGAATCGGAGTTTGT
CTATGGTGATTATAAAGTTTATGATGTTCGTAAAATGATTGCTAAGTCTGAGCAGGAAATAG
GCAAAGCAACCGCAAAATATTTCTTTTACTCTAATATCATGAACTTCTTCAAAACAGAAATT
ACACTTGCAAATGGAGAGATTCGCAAACGCCCTCTAATCGAAACTAATGGGGAAACTGGAG
AAATTGTCTGGGATAAAGGGCGAGATTTTGCCACAGTGCGCAAAGTATTGTCCATGCCCCA
AGTCAATATTGTCAAGAAAACAGAAGTACAGACAGGCGGATTCTCCAAGGAGTCAATTTTA
CCAAAAAGAAATTCGGACAAGCTTATTGCTCGTAAAAAAGACTGGGATCCAAAAAAATATG
GTGGTTTTGATAGTCCAACGGTAGCTTATTCAGTCCTAGTGGTTGCTAAGGTGGAAAAAGGG
AAATCGAAGAAGTTAAAATCCGTTAAAGAGTTACTAGGGATCACAATAATGGAAAGAAGCT
CTTTTGAAAAAGATCCGATTGACTTTTTAGAAGCTAAAGGATATAAGGAAGTTAGAAAAGA
CTTAATCATTAAACTACCTAAATATAGTCTTTTTGAGTTAGAAAACGGTCGTAAACGGATGC
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TGGCTAGTGCCGGAGAATTGCAAAAAGGAAATGAGCTAGCTCTGCCAAGCAAATATGTGAA
TTTTTTATATTTAGCTAGTCATTATGAAAAGTTGAAGGGTAGTCCAGAAGATAACGAACAAA
AACAATTGTTTGTGGAGCAGCATAAGCATTATTTAGATGAGATTATTGAGCAAATCAGTGAA
TTTTCTAAGCGTGTTATTTTAGCAGATGCCAATTTAGATAAAGTTCTTAGTGCATATAACAA
ACATAGAGACAAACCAATACGTGAACAAGCAGAAAATATTATTCATTTATTTACGTTGACG
AATCTTGGAGCTCCCGCTGCTTTTAAATATTTTGATACAACAATTGATCGTAAACGATATAC
GTCTACAAAAGAAGTTTTAGATGCCACTCTTATCCATCAATCCATCACTGGTCTTTATGAAA
CACGCATTGATTTGAGTCAGCTAGGAGGTGACTGATGGCTGGTTGGCGTACTGTTGTGGTAA
ATACCCACTCGAAATTATCCTATAAGAATAATCATCTGATTTTTAAGGATGCCTATAAAACG
GAGCTGATCCATTTATCAGAAATTGATATTTTGTTATTAGAAACGACCGATATTGTCTTGTCC
ACTATGCTGGTAAAACGGCTAGTGGATGAGAATGTCCTTGTCATATTCTGTGATGATAAACG
ATTACCAACAGCTATGCTGATGCCTTTTTATGGTCGTCATGATTCGAGTTTACAGCTTGGGA
AACAAATGTCCTGGTCAGAAACAGTCAAATCGCAGGTTTGGACGACGATTATTGCTCAAAA
GATTTTGAATCAATCTTGCTATCTAGGAGCATGCTCCTATTTTGAAAAATCCCAATCTATTAT
GGATTTATATCATGGTTTGGAAAATTTTGATCCGAGTAATCGAGAAGGGCATGCAGCGAGA
ATTTATTTTAATACACTTTTTGGGAACGATTTCTCAAGAGATTTGGAGCATCCAATCAATGC
AGGTCTGGATTATGGTTATACTTTATTATTGAGTATGTTTGCGCGTGAAGTGGTTGTGTCTGG
ATGTATGACTCAATTTGGACTCAAACACGCCAATCAGTTTAATCAGTTCAATTTTGCTAGCG
ATATTATGGAACCATTTAGGCCTTTGGTGGATAAGATTGTTTATGAAAATCGAAATCAGCCT
TTTCCCAAAATAAAGAGAGAGTTATTTACTTTGTTTTCAGATACATTTTCATATAATGGTAAA
GAGATGTATCTCACGAATATTATTAGCGATTATACTAAAAAAGTTGTCAAAGCTCTGAATAA
TGAAGGGAAAGGAGTTCCTGAATTTAGGATATGAGTTATAGATATATGAGAATGATACTTA
TGTTTGATATGCCGACGGACACTGCTGAGGAACGAAAAGCTTATCGAAAATTTCGGAAATTT
TTACTTAGTGAAGGGTTTATCATGCATCAATTTTCTATTTATAGTAAGTTACTGTTGAATAAT
ACAGCTAACAACGCCATGATTGGTCGGCTGAGGGAGCATAATCCTCATAAAGGAAATATTA
CATTACTAACAGTCACAGAAAAACAGTTTGCACGAATGATTTATTTACATGGTGAAAGAAA
TAATTGTATTGCAAACTCCGATGAGAGACTTGTATTTCTTGGGGAGGCTTTTGATGAATCTT
AATTTTCCCTTATTAGATGAACCGATTCCATTAAGAGGCGGTACAATTCTTGTGCTCGAAGA
TGTCTGTGTATTTTCAAAAATAGTGCAATATTGTTACAAATATGAGGAAGATTCTGAACTTA
AATTTTTTGATCACAAGATGAAAACCATCAAAGAATCAGAAATCATGCTTGTAACAGATATT
TTAGGATTTGATGTTAACTCCTCAACCATTTTAAAATTGATTCATGCAGATTTAGAATCTCAA
TTTAATGAGAAACCCGAAGTGAAATCGATGATTGACAAATTGGTTGCTACGATTACAGAAC
TGATTGTCTTTGAATGCTTAGAAAATGAATTAGATTTAGAGTATGATGAAATCACAATCCTG
GAATTGATTAAGTCCTTAGGAGTAAAAGTAGAAACGCAAAGTGATACTATTTTTGAAAAAT
GTCTAGAGATACTTCAAATTTTCAAATATCTCACTAAGAAAAAGTTGCTTATTTTTGTCAATA
GCGGAGCTTTTCTAACAAAGGATGAAGTGGCTAGTTTACAAGAGTATATATCATTGACAAAT
TTAACAGTTCTCTTTTTAGAACCACGTGAACTATATGATTTTCCGCAGTATATTTTAGATGAA
GATTATTTCTTAATAACTAAAAATATGGTATAA (SEQ ID NO:517)

SEQ ID NO:518:

ATGGATAAGAAATACTCAATAGGCTTAGATATCGGCACAAATAGCGTCGGATGGGCGGTGA
TCACTGATGATTATAAGGTTCCGTCTAAAAAGCTCAAGGGTCTGGGAAATACAGACCGCCA
CGGTATCAAAAAAAATCTTATAGGGGCTCTTTTATTTGACAGTGGAGAGACAGCGGAAGCG
ACTCGTCTCAAACGGACAGCTCGTAGAAGGTATACACGTCGGAAGAATCGTATTTGTTATCT
ACAGGAGATTTTTTCAAATGAGATGGCGAAAGTAGATGATAGTTTCTTTCATCGACTTGAAG
AGTCTTTTTTGGTGGAAGAAGACAAGAAGCATGAACGTCATCCTATTTTTGGAAATATAGTA
GATGAAGTTGCTTATCATGAGAAATATCCAACTATCTATCATCTGCGAAAAAAATTGGCAGA
TTCTACTGATAAAGTGGATTTGCGCTTAATCTATTTGGCCTTAGCGCATATGATTAAGTTTCG
TGGTCATTTTTTGATTGAGGGAGATTTAAATCCTGATAATAGTGATGTGGACAAACTATTTA
TCCAGTTGGTACAAACCTACAATCAATTATTTGAAGAAAACCCTATTAACGCAAGTAGAGTA
GATGCTAAAGCGATTCTTTCTGCACGATTGAGTAAATCAAGACGATTAGAAAATCTCATTGC
TCAGCTCCCCGGTGAGAAGAAAAATGGATTGTTTGGGAATCTCATTGCTTTGTCATTGGGAT
TGACCCCTAATTTTAAATCAAATTTTGATTTGGCAGAAGATGCTAAATTACAGCTTTCAAAA
GATACTTACGATGATGATTTAGATAATTTATTGGCGCAAATTGGAGATCAATATGCTGATTT
GTTTTTGGCAGCTAAGAATTTATCAGATGCTACTTTACTTTCAGATATCCTAAGAGTAAATA
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GTGAAATAACTAAGGCTCCCCTATCAGCTTCAATGATTAAGCGCTACGATGAACATCATCAA
GACTTGACTCTTTTAAAAGCTTTAGTTCGACAACAACTTCCAGAAAAGTATAAAGAAATCTT
TTTTGATCAATCAAAAAACGGATATGCAGGTTATATTGATGGGGGAGCTAGCCAAGAAGAA
TTTTATAAATTTATCAAACCAATTTTAGAAAAAATGGATGGTACTGAGGAATTATTGGCGAA
ACTAAATCGTGAAGATTTGCTGCGCAAGCAACGGACCTTTGACAACGGCTCTATTCCCTATC
AAATTCACTTGGGTGAGCTGCATGCTATTTTGAGAAGACAAGAAGACTTTTATCCATTTTTA
AAAGACAATCGTGAGAAGATTGAAAAAATCTTGACTTTTCGAATTCCTTATTATGTTGGTCC
ATTGGCGCGTGGCAATAGTCGTTTTGCATGGATGACTCGGAAGTCTGAAGAAACAATTACCC
CATGGAATTTTGAAGAAGTTGTCGATAAAGGTGCTTCAGCTCAATCATTTATTGAACGCATG
ACAAACTTTGATAAAAATCTTCCAAATGAAAAAGTACTACCAAAACATAGTTTGCTTTATGA
GTATTTTACGGTTTATAACGAATTGACAAAAGTCAAATATGTTACTGAGGGAATGCGAAAA
CCAGCATTTCTTTCAGGTGAACAGAAGAAAGCCATTGTTGATTTACTCTTCAAAACAAATCG
AAAAGTAACCGTTAAGCAATTAAAAGAAGATTATTTCAAAAAAATAGAATGTTTTGATAGT
GTTGAAATTTCAGGAGTTGAAGATAGATTTAATGCTTCATTAGGTACCTACCATGATTTGCT
AAAAATTATTAAAGATAAAGATTTTTTGGATAATGAAGAAAACGAAGATATCTTAGAGGAT
ATTGTTTTAACATTGACCTTATTTGAAGATAGGGAGATGATTGAGGAAAGACTTAAAACATA
TGCTCACCTCTTTGATGATAAGGTGATGAAACAGCTTAAACGTCGCCGTTATACTGGTTGGG
GACGTTTGTCTCGAAAATTGATTAATGGTATTAGGGATAAGCAATCTGGCAAAACAATATTA
GATTTTTTGAAATCAGATGGTTTTGCCAATCGCAATTTTATGCAGCTGATCCATGATGATAGT
TTGACATTTAAAGAAGACATTCAAAAAGCACAAGTGTCTGGACAAGGCGATAGTTTACATG
AACATATTGCAAATTTAGCTGGTAGCCCTGCTATTAAAAAAGGTATTTTACAGACTGTAAAA
GTTGTTGATGAATTGGTCAAAGTAATGGGGCGGCATAAGCCAGAAAATATCGTTATTGAAA
TGGCACGTGAAAATCAGACAACTCAAAAGGGCCAGAAAAATTCGCGTGAGCGTATGAAAC
GTATTGAAGAAGGAATAAAAGAACTAGGAAGTGATATTCTAAAGGAGTATCCTGTTGAAAA
CACTCAATTACAAAATGAAAAGCTCTATCTCTATTATCTCCAAAATGGAAGAGACATGTATG
TGGACCAAGAATTAGATATTAATCGTTTAAGTGATTATGATGTCGATCACATTGTTCCACAA
AGTTTCCTTAAAGACGATTCAATAGACAATAAGGTCTTAACGCGTTCTGATAAAAATCGTGG
TAAATCGGATAACGTTCCAAGTGAAGAAGTAGTCAAAAAGATGAAAAACTATTGGAGACAA
CTTCTAAACGCCAAGTTAATCACTCAACGTAAGTTTGATAATTTAACAAAAGCTGAACGTGG
AGGTTTGAGTGAACTTGATAAAGTTGGTTTTATCAAACGCCAATTGGTTGAAACTCGCCAAA
TCACTAAGCATGTGGCACAAATTTTGGATAGTCGCATGAATACTAAATACGATGAAAATGA
TAAACTTATTCGAGAGGTTAGAGTGATTACCTTAAAATCTAAATTAGTTTCTGACTTCCGAA
AAGATTTCCAATTCTATAAAGTACGTGAGATTAACAATTACCATCATGCCCATGATGCGTAT
CTTAATGCCGTCGTTGGAACTGCTTTGATTAAGAAATATCCAAAACTTGAATCGGAGTTTGT
CTATGGTGATTATAAAGTTTATGATGTTCGTAAAATGATTGCTAAGTCTGAGCAGGAAATAG
GCAAAGCAACCGCAAAATATTTCTTTTACTCTAATATCATGAACTTCTTCAAAACAGAAATT
ACACTTGCAAATGGAGAGATTCGCAAACGCCCTCTAATCGAAACTAATGGGGAAACTGGAG
AAATTGTCTGGGATAAAGGGCGAGATTTTGCCACAGTGCGCAAAGTATTGTCCATGCCCCA
AGTCAATATTGTCAAGAAAACAGAAGTACAGACAGGCGGATTCTCCAAGGAGTCAATTTTA
CCAAAAAGAAATTCGGACAAGCTTATTGCTCGTAAAAAAGACTGGGATCCAAAAAAATATG
GTGGTTTTGATAGTCCAACGGTAGCTTATTCAGTCCTAGTGGTTGCTAAGGTGGAAAAAGGG
AAATCGAAGAAGTTAAAATCCGTTAAAGAGTTACTAGGGATCACAATAATGGAAAGAAGCT
CTTTTGAAAAAGATCCGATTGACTTTTTAGAAGCTAAAGGATATAAGGAAGTTAGAAAAGA
CTTAATCATTAAACTACCTAAATATAGTCTTTTTGAGTTAGAAAACGGTCGTAAACGGATGC
TGGCTAGTGCCGGAGAATTGCAAAAAGGAAATGAGCTAGCTCTGCCAAGCAAATATGTGAA
TTTTTTATATTTAGCTAGTCATTATGAAAAGTTGAAGGGTAGTCCAGAAGATAACGAACAAA
AACAATTGTTTGTGGAGCAGCATAAGCATTATTTAGATGAGATTATTGAGCAAATCAGTGAA
TTTTCTAAGCGTGTTATTTTAGCAGATGCCAATTTAGATAAAGTTCTTAGTGCATATAACAA
ACATAGAGACAAACCAATACGTGAACAAGCAGAAAATATTATTCATTTATTTACGTTGACG
AATCTTGGAGCTCCCGCTGCTTTTAAATATTTTGATACAACAATTGATCGTAAACGATATAC
GTCTACAAAAGAAGTTTTAGATGCCACTCTTATCCATCAATCCATCACTGGTCTTTATGAAA
CACGCATTGATTTGAGTCAGCTAGGAGGTGACTGA (SEQ ID NO:518)
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SEQ ID NO:519:

ATGGCTGGTTGGCGTACTGTTGTGGTAAATACCCACTCGAAATTATCCTATAAGAATAATCA
TCTGATTTTTAAGGATGCCTATAAAACGGAGCTGATCCATTTATCAGAAATTGATATTTTGTT
ATTAGAAACGACCGATATTGTCTTGTCCACTATGCTGGTAAAACGGCTAGTGGATGAGAATG
TCCTTGTCATATTCTGTGATGATAAACGATTACCAACAGCTATGCTGATGCCTTTTTATGGTC
GTCATGATTCGAGTTTACAGCTTGGGAAACAAATGTCCTGGTCAGAAACAGTCAAATCGCA
GGTTTGGACGACGATTATTGCTCAAAAGATTTTGAATCAATCTTGCTATCTAGGAGCATGCT
CCTATTTTGAAAAATCCCAATCTATTATGGATTTATATCATGGTTTGGAAAATTTTGATCCGA
GTAATCGAGAAGGGCATGCAGCGAGAATTTATTTTAATACACTTTTTGGGAACGATTTCTCA
AGAGATTTGGAGCATCCAATCAATGCAGGTCTGGATTATGGTTATACTTTATTATTGAGTAT
GTTTGCGCGTGAAGTGGTTGTGTCTGGATGTATGACTCAATTTGGACTCAAACACGCCAATC
AGTTTAATCAGTTCAATTTTGCTAGCGATATTATGGAACCATTTAGGCCTTTGGTGGATAAG
ATTGTTTATGAAAATCGAAATCAGCCTTTTCCCAAAATAAAGAGAGAGTTATTTACTTTGTT
TTCAGATACATTTTCATATAATGGTAAAGAGATGTATCTCACGAATATTATTAGCGATTATA
CTAAAAAAGTTGTCAAAGCTCTGAATAATGAAGGGAAAGGAGTTCCTGAATTTAGGATATG
A (SEQ ID NO:519)

SEQ ID NO:520:

ATGAGAATGATACTTATGTTTGATATGCCGACGGACACTGCTGAGGAACGAAAAGCTTATC
GAAAATTTCGGAAATTTTTACTTAGTGAAGGGTTTATCATGCATCAATTTTCTATTTATAGTA
AGTTACTGTTGAATAATACAGCTAACAACGCCATGATTGGTCGGCTGAGGGAGCATAATCCT
CATAAAGGAAATATTACATTACTAACAGTCACAGAAAAACAGTTTGCACGAATGATTTATTT
ACATGGTGAAAGAAATAATTGTATTGCAAACTCCGATGAGAGACTTGTATTTCTTGGGGAG
GCTTTTGATGAATCTTAA (SEQ ID NO:520)

SEQ ID NO:521: s

ATGAATCTTAATTTTCCCTTATTAGATGAACCGATTCCATTAAGAGGCGGTACAATTCTTGTG
CTCGAAGATGTCTGTGTATTTTCAAAAATAGTGCAATATTGTTACAAATATGAGGAAGATTC
TGAACTTAAATTTTTTGATCACAAGATGAAAACCATCAAAGAATCAGAAATCATGCTTGTAA
CAGATATTTTAGGATTTGATGTTAACTCCTCAACCATTTTAAAATTGATTICATGCAGATTTAG
AATCTCAATTTAATGAGAAACCCGAAGTGAAATCGATGATTGACAAATTGGTTGCTACGATT
ACAGAACTGATTGTCTTTGAATGCTTAGAAAATGAATTAGATTTAGAGTATGATGAAATCAC
AATCCTGGAATTGATTAAGTCCTTAGGAGTAAAAGTAGAAACGCAAAGTGATACTATTTTTG
AAAAATGTCTAGAGATACTTCAAATTTTCAAATATCTCACTAAGAAAAAGTTGCTTATTTTT

GTCAATAGCGGAGCTTTTCTAACAAAGGATGAAGTGGCTAGTTTACAAGAGTATATATCATT
GACAAATTTAACAGTTCTCTTTTTAGAACCACGTGAACTATATGATTTTCCGCAGTATATTTT
AGATGAAGATTATTTCTTAATAACTAAAAATATGGTATAA (SEQ ID NO:521)

con secuencias repetidas: SEQ ID NO: 13 hasta SEQ ID NO: 19
Combinacion funcional #4:

secuencias cas: SEQ ID NO:509 hasta SEQ ID NO:516 (todas las cuales son de S. pyogenes), como se muestran a
continuacion:

SEQ ID NO:509:

ATGAGAATGATTTTAGCACACTATGACTGTAAAAAAGATAAAAAGCAATCTTTAGATGAGC
ATTTATGGCATGTGGCCTGTTCTAGTCGACAGGAAGCATCTATAATTGGTCAAGGAGATGTG
CTTTTTTTAATTGGTCTTTACCACGACCTGGGCAAAGCTGATCGAACCTTTCAAGATAAATTA
TTAAATAATCCAAATCGGCATGTTGATCACTCTTATGCAGGGGCAAAATACTTATGTTCTAT
TATTGGGCCTCATCTAAAAAACCGAGGGGTTGATAAAAATGAGAGAATGACATTCAACGAA
ATGGTGGGGTATGTCATCTCTGCTCATCATGGGATGTATGATTTATGCTACTATTTTGACGAT
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GCTGAATATTATGGCTTTAATAAGTTTAAAAATCGTATCAATAGAGACTTAGATGGTTATCA
CTATCATGAAGATATTAAAGGGTACGCTCTAAAATTAGAAAAAAAATTATGTGATTATGGCT
ACAAAGATTTAAGGGAGCTTATTGATAAAGCTTTTGATAATTACCAACAAGCCATGTCTTCC
TTAAACTGGCAAGATAAGAGTGAGTGGGATTATTATCAGTCTTGTATGGTGAGACTTTACTT
GTCACTCTTAAAAAACGCTGATATTTTGGACACAGTAAATGCCTATGGCCTTAAGATAAGTC
CTATGGATAAAACAGAGCGATCCTTTCTAAAACACTCCTATTTAGCGGCCATTGAACAAAAA
TATGCTAGCTTTGGACAGCCAAACAATCAGTTGAACACTATTCGGACAGAAATCGCTGAGC
GTGTTAAAGAAAGAGGTAAACGAGATTCCAAGGGGATTTATCGCTTAGATTTACCGACAGG
AGCTGGCAAGACTAATCTTAGTATGCGTTATGCGTTTCACCAATTAGTTCATCACGACAAAT
CAAGGTTTTTTTACATAACTCCCTTTCTTTCGGTTCTTGAGCAAAATGCTTCCGAAATTAGAA
AAGTTACAGGTGACCTTGGCGTTCTAGAACACCATTCCAATGTGGTGAAACAGGCTAATGA
AGATGATGATGATAAGGACAGTTTATTGTCAGCTTATCTTAGTGATAGCTGGGACAGTCAAG
TAGTCTTGACTTCTATGGTTCAATTTTTCCAAACACTTTTCAAAACAAAATCAGCTAATCTGA
GACGTTTTTCAAGTTTGATTAATAGTGTTGTGATTCTAGATGAAGTTCAATCCCTGCCTATTG
AAGTCACCACTTTGTTTAATTTAACGATGAATTTTTTAAATAAAGTTATGGATACAACCATC
GTTCTTTGCACAGCGACACAACCTGCTTATGATTCTTCAGAGATTGACCATCGTATCTGTTAT
GGAGGGAACTTGGGAGAATTAGCTGAAATAGTTGAGTTAACGATTGAAGAAAAACAGATTT
TTTCAAGGACAGAGCTTAGAAAATTTGATGATAGTGATCAGAAAGTTCACTTGACTGATGTT
ATTAACCTTATTCTAGGTGAGGAAAACTCAGTTCTTGCTATTTTTAATACGAAAAAAACGGT
TCATAACTGCTATACTATGCTAAAAGACATGACTGATAGACCGGTCTATCAGCTTTCGACAA
ATATGTGTGCGCAGCATAGACTTGACTTGATTGCTAAGATCAAAACGGAGTTACAAAATAA
TATCCCTATTATTTGTATTAGCACGCAATTAATTGAAGCAGGTGTAGATGTTGATTTTCATCG
CGTCATTCGTTCCTACTCAGGGATTGATTCTATTGTTCAGGCTGCTGGACGGTGTAACCGAG
AAGGCAAACGAGATAAAGGGCAAGTCACTCTTGTCAATCTGACCAATGAAGAGGAAAATAT
TTCTAGGCTGACAGAAATAAAAACTAAAAAAGAAGCCACAGAATCTATTCTTCATAAGATT
GGGTCTCCAATTGATATCTCAACTTTAAACCGTGACTTTTTTGAGTATTATTATGCCAATAAT
CAGGGACTGATGGATTATCCTTTGGAAGACAACCTATCAATCTACGACTATTTAAGCCTTAA
TATTTATCAGACGGCAAATAAAAAGTTCAAAGGTAAGTTAAAACAAGCTTTTAAAACAGCA
GGAGCCAAAATGAACCTCATCAATAATGATATGATAGGAATTCTCGTACCTTATGGCGAAG
CTGAGAAAAAATTGGCTTATTTAGAAGAATTAGGTGTGTCACATTTTTTATCAGCAAAAGAT
TATCAAACGATAAAATCATTACTAAAAGAGTTACAACCTTTTACGGTTAATGTCCGCGAGAA
CGATCCTCTCTTTGAGACAACAAAATCTTATCTAAATGGTCAGATTCTGGTTTTGACGTCGG
AGTATTATGACACGGAAAGAGGAGTTAAATACGATTCAGCTAGCTTTTACTTCTAACTCAAA
ACGAAAGAAGATTAACAAAAGGTTGTTAGAGGACCTTGTTAACCTGCCAATCATCATTAGT
AATTATTATCAATTTAGACTATTTAATAAAATTAGATTACAAAAAAACAGAAGGAGGAAAG
TAGCTTGTACAGATCTAGAGACTTCTACGTGAGAGTAAGTGGTCAGCGAGCTCTTTTTACAA
ATCCAGCCACAAAAGGGGGATCGGAACGCTCATCCTATTCGGTTCCGACTAGACAGGCACT
GAATGGTATCGTTGATGCCATCTATTATAAGCCGACCTTTACTAATATCGTCACAGAGGTTA
AGGTTATTAACCAGATTCAAACCGAATTACAGGGTGTCAGGGCTCTGTTACATGATTATAGT
GCAGATTTAAGTTATGTATCCTATTTGAGTGATGTTGTTTATCTGATCAAGTTTCATTTTGTTT
GGAATGAAGATAGAAAAGATTTGAACTCAGATAGACTTCCAGCTAAACATGAAGCCATTAT
GGAGCGTTCTATTCGTAAAGGGGGACGTCGAGATGTGTTTTTGGGTACAAGAGAATGTTTAG
GGCTTGTAGATGATATCAGCCAAGAAGAGTATGAGACTACTGTGTCGTATTATAATGGTGTC
AATATCGACTTGGGAATCATGTTCCATTCCTTTGCCTATCCGAAGGACAAAAAGACACCATT
AAAATCATACTTTACAAAGACTGTGATGAAAAATGGAGTCATTACGTTTAAAGCACAGTCT
GAATGCGATATTGTTAACACGCTTTCTAGTTATGCTTTTAAAGCACCAGAGGAGATAAAATC
GGTTAACGATGAATGCATGGAGTATGATGCCATGGAGAAAGGAGAAAACTGATGGATTTTT
TTACTTCTCTCTTGAAGACTTATGAAAAAGCAGAGCTAGCAGACTTGGTTGATCATCAAAAA
AGAAATAATGAGCCGGTTTTACTGCCGATTTATCATACGAGTTTAAAGTCAAATGGTAAAAA
TATCATTTCAGTGAAACTTGACAAAGATGGCCAGTTTCACAAGGCAGAATTTATGGCAGATA
AGCAAATGATTATTTTTCCTGTAACGGCTGATTCTGTTGCTAGGTCAGGTAGTCATCCTGCAC
CGCATCCCCTAGTCGATAAATTTGCTTATTATAGTGCTGAAATGGGGCAGATTCAGTATGAT
TCTTTTCATAAGCAACTGAATAACTGGATTGATTATTGTGAGGAGGGTGATGTCAAGAAATT
TTTAACCTTTGTTCAGCAGTTCATTTTGAAGCCAGAATTTCTAACATTGATTCTTGATTCTTT
AATTGGTCCTGATTATCAACATAATCAATTAAAAGTCACATTTTGTGATGCCACTGGAAAAG

144



ES 2 541 693 T3

AAAAATTAATTGATTTATCAGCTTGCTTTTTAGAATTTTCAATTGATCAGTTCCAGGGCTTTA
AAAATGAATCGGTTTCGACATTTAAAGCCTTACACCAATCCTATATTTCTTTTGTTGAAGCCA
ATCGTGAAAATCTCGGTATTTGTAATATTAGTGGACGAGAGGAACAGCTTACCGATAAGCA
TAGAGGTTTGATGGGGAATGCTAAAATCATCTCTGTTAGTAATAAAAGAGAAGCTTATAAA
GGACGTTTTAGAGAACGCGAAGACGTTTTTAGTGTTGGCTATGAAACTTCCGAAAAGATTCA
TTTAATGCTCAAGTACCTTTTAGAAAATAAAAATACCAGTACTTGGTTAGGGTCTTCTCAAT
ATTTAATCAACTGGTTCAGCGATGATTTAACAAATGATAGTCGGTTGGATATTGTATCACCA
ATCTTTGATGATGGACTTGAAGAAGATGATGATGACGATACGCCTCCTGTTATAACATTAGC
AACTGAAGACAATAAAAGAATTGGTAAATCATTCATCAAGGGACAAAAATTATTTGCTAAT
GATGCCACTTACTACGTTGCTATTTTGAATAAAACCAGCAATGGGCGGATTGCTTTAAAATA
TTTTCGTCAGCTTCAAGCGTCCCAATTACTCACCAATCTTAACAAGTGGCAGGAAACATACA
GTTGGGAGTCGCGATCTAAGTTTGGGAAAAGTCGCTTAAGAACCCCTACTTTTCATGACATC
CTTAATGTGTCCTACGGGGTTGATAGGGATCGCTTCCTTGAATTAGATAATGATAACTTCAA
AAGTGATCAAATTCAAAAGTTAGTGGCAAGTTTGATTGATGGTAAACCGATGCCACAGTCC
ATTGTCAAAAAGTTAGGTAACAATGTTAAAGAACGACATCGTTACCGTAAGCACTGGTATC
AAGTTGAGCAGGTCTGCTTAGCAATTTTACACAAACAAAATGGGGAGGAATTTTCACCGAT
GCTAGATCATACCAATCAAAATCGTTCCTATCTTTTTGGACGATTATTAGCAATTTTTGAATT
AATCGAGACCTTGCGTTATGGCTTGGATGGAAACAATAACGACCGTATTACCAATGCTGAA
CGTTATTGGACAGCCTATACTGGACAACCAACAAAATTGATGATGTTATTGGAAAATAAAA
TTAAGCCTTACGAAGAACCATTGAAATTAAATCGTCGTGGCAGTTGGATGAAATTAGAAAA
AGAAAAAGAAGAGATTTTAGAACTGTTAAATCCTCTGTTAGAAACAGAAACAATGGAAAAA
CCCTTAGATTACCGCTTTATTTTTGGGTATTATGCTGAGAAAAACTATTACTATACAAAACA
AAACACGGAAGTAACAGAAAGTGAGGAGTAAAAAGATGTTGGAACACAAAATTGATTTTAT
GGTAACTCTTGAAGTGAAAGAAGCAAATGCAAATGGTGATCCCTTAAATGGAAACATGCCT
CGTACAGATGCCAAAGGATATGGTGTGATGAGTGATGTCTCCATTAAACGTAAGATTCGTA
ATCGTTTGCAAGATATGGGGAAGTCTATTTTTGTGCAAGCTAATGAGCGTATTGAAGATGAT
TTTCGTTCACTGGAAAAACGCTTTTCGCAACATTTTACAGCTAAGACACCTGACAAAGAAAT
TGAAGAAAAAGCAAATGCATTATGGTTTGATGTTCGTGCTTTTGGACAAGTTTTTACTTATCT
GAAAAAATCAATTGGGGTGCGTGGACCAGTTTCCATCAGTATGGCTAAGTCCTTGGAGCCA
ATTGTCATTTCCAGCCTTCAAATTACGCGTAGTACCAATGGTATGGAAGCTAAGAATAATAG
TGGCCGCTCTTCTGATACGATGGGGACAAAACATTTTGTAGATTATGGTGTGTATGTACTTA
AAGGTTCTATCAATGCTTATTTTGCTGAAAAGACTGGTTTTTCTCAGGAAGATGCTGAGGCT
ATTAAAGAAGTTTTGGTTAGCTTGTTTGAAAATGATGCGTCGTCTGCACGTCCGGAAGGCTC
TATGCGAGTTTGTGAAGTCTTTTGGTTTACGCATTCAAGCAAATTGGGAAATGTTTCAAGTG
CGCGTGTCTTTGACTTGTTAGAGTATCATCAATCAATAGAAGAAAAAAGCACTTATGACGCT
TATCAGATTCATCTAAATCAAGAAAAATTGGCTAAATATGAAGCGAAAGGGTTAACGCTTG
AAATCCTAGAAGGACTCTAGTATGGTCTATGCCGAAGATGATTATTTAATGCTGTCAGGTAT
TCAGCATTTCCAATTTTGTAAACGTCAATGGGCGTTGATCCATATTGAGCAACAATGGCTTG
ATAATGAAGCGACAGCGCATGGACAGGTTTTACATACTAAAGCAGATAACCCTTACATTAA
AGAAAAACGAAAAGAGCTTTTGGTCTCACGTGCTATGCCCATTTCTTCTGCAGAACTTGGAC
TTTCAGGAATTATGGATGTTGTGGAATTTTATAAAGATGATCAAGGTGTGTCTTTGAGGGGA
AAACGTGGGAAATGGTTACCAAAAGTTGTGGAATACAAGCGCGGAAAACCTAAAAAAGAT
ACCAGAGATATTGTCCAGTTGGTGGCTCAGACCATGTGTTTAGAAGAAACGCTAGACTGCG
 ACATTAACGAAGGTTGTCTTTATTACCATAGTGTCAATCAAAGAGTGATTGTTCCTATGACA
TCAGCTTTGCGTCAAGAAGTGAAGGAATTAGCCGCAGAGATGCATGAGGTTTATCAGAGTC
AAATGCTACCTAAAGCAGCTTATTTTAAAAACTGTCAGCTTTGTTCTTTAGTCGATATTTGTA
AGCCCAGGTTGAGTAAAAAAACAAGGAGTGTGTCGCGTTACATCAATGAGGCTATGACCAG
TGAGGAGATGGACCTATGAAGAAGTTGCTAAATACCTTGTATTTGACGCAAGAAGATTTTTA
TGTCACTAAAGAGGGCGATAACATTGTTATCAAGCAAGAAGGTAAGGTTCTCAAACGGTTT
CCGTTTCGGATTATTGACGGTATTGTCTGTTTTTCTTATTTGGGTGTGTCGTCTGCTTTGGTGA
AGTTATGTACGGAGAATCAGATTAATTTATCGTTTCATACACCACAAGGGCGTTTTTGTGGT
CGCTATATTGGTTCAACCAATGGGAATGTGTTGTTGCGTAGAGAACATTATCGTTTATCTGA
TCGTGAGGAATCTTTGGAATACGCAAAGCGGTTTATTTTGGCTAAAATTTCCAACTCAAGGA
AATACTTGCTACGCTTTAAACGAGATCATCGTCAACAGATTGATACCAAGCTTTTTGAGGCT
GTTAATGACGAATTGATATGGGCTTTAGAGATGGTTCAGGCAGCAGATAATAAAGACTCTTT
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AAGAGGGATTGAAGGCCAAGCTGCTAATCAGTATTTTCGCATATTTAATGACCTGGTGTTGA
CGGACAAAAAAACGTTTTACTTCCAAGGTCGGAGTAAACGACCACCCTTAGATTGTGTTAAT
GCCCTCTTGTCTTTTGGTTACAGTTTACTGACCTTTGAATGTCAATCTGCCTTGGAAGCTGTC
GGATTAGACAGTTACGTTGGTTTCTTTCACACGGATCGTCCTGGGCGTGCTAGTTTAGCGCTT
GATTTAGTTGAAGAGTTCCGCTCATATATTGTAGATCGTTTTGTCTTTTCATTAATTAATAAA
GGACAACTTCAGAAAAAACACTTTGAGGTTAAAGAAAATGGTAGTATTTTATTGACGGAAA
ATGGCAGAGCTATTTTTATTGATTTGTGGCAGAAGCGTAAGCATACTGAGGTAGAACATCCT
TTTACAAAAGAGAAAGTAAAACTTATGTTATTACCCTATGTACAAGCGCAGCTTTTAGCTAA
GGCTATACGAGGAGATTTAGAAAGCTATCCACCTTTTATGGTTTAGGAGATGTTATATGATG
GTTTTAGTCACTTATGATGTAAATACGGAAACACCTGCTGGTAGAAAAAGATTGCGTCATGT
TGCCAAACTCTGTGTGGACTATGGGCAACGTGTTCAAAATTCTGTTTTTGAATGTTCTGTGAC
ACCCGCAGAATTTGTGGATATAAAGCACCGCTTAACACAAATCATTGATGAGAAAACTGAT
AGTATTCGCTTTTATTTATTGGGGAAAAATTGGCAGAGGCGTGTGGAAACACTTGGTCGCTC
AGACAGCTATGACCCAGATAAAGGTGTCTTATTATTGTAA (SEQ ID NO:509)

SEQ ID NO:510:

ATGAGAATGATTTTAGCACACTATGACTGTAAAAAAGATAAAAAGCAATCTTTAGATGAGC
ATTTATGGCATGTGGCCTGTTCTAGTCGACAGGAAGCATCTATAATTGGTCAAGGAGATGTG
CTTTTTTTAATTGGTCTTTACCACGACCTGGGCAAAGCTGATCGAACCTTTCAAGATAAATTA
TTAAATAATCCAAATCGGCATGTTGATCACTCTTATGCAGGGGCAAAATACTTATGTTCTAT
TATTGGGCCTCATCTAAAAAACCGAGGGGTTGATAAAAATGAGAGAATGACATTCAACGAA
ATGGTGGGGTATGTCATCTCTGCTCATCATGGGATGTATGATTTATGCTACTATTTTGACGAT
GCTGAATATTATGGCTTTAATAAGTTTAAAAATCGTATCAATAGAGACTTAGATGGTTATCA
CTATCATGAAGATATTAAAGGGTACGCTCTAAAATTAGAAAAAAAATTATGTGATTATGGCT
ACAAAGATTTAAGGGAGCTTATTGATAAAGCTTTTGATAATTACCAACAAGCCATGTCTTCC
TTAAACTGGCAAGATAAGAGTGAGTGGGATTATTATCAGTCTTGTATGGTGAGACTTTACTT
GTCACTCTTAAAAAACGCTGATATTTTGGACACAGTAAATGCCTATGGCCTTAAGATAAGTC
CTATGGATAAAACAGAGCGATCCTTTCTAAAACACTCCTATTTAGCGGCCATTGAACAAAAA
TATGCTAGCTTTGGACAGCCAAACAATCAGTTGAACACTATTCGGACAGAAATCGCTGAGC
GTGTTAAAGAAAGAGGTAAACGAGATTCCAAGGGGATTTATCGCTTAGATTTACCGACAGG
AGCTGGCAAGACTAATCTTAGTATGCGTTATGCGTTTCACCAATTAGTTCATCACGACAAAT
CAAGGTTTTTTTACATAACTCCCTTTCTTTCGGTTCTTGAGCAAAATGCTTCCGAAATTAGAA
AAGTTACAGGTGACCTTGGCGTTCTAGAACACCATTCCAATGTGGTGAAACAGGCTAATGA
AGATGATGATGATAAGGACAGTTTATTGTCAGCTTATCTTAGTGATAGCTGGGACAGTCAAG
TAGTCTTGACTTCTATGGTTCAATTTTTCCAAACACTTTTCAAAACAAAATCAGCTAATCTGA
GACGTTTTTCAAGTTTGATTAATAGTGTTGTGATTCTAGATGAAGTTCAATCCCTGCCTATTG
AAGTCACCACTTTGTTTAATTTAACGATGAATTTTTTAAATAAAGTTATGGATACAACCATC
GTTCTTTGCACAGCGACACAACCTGCTTATGATTCTTCAGAGATTGACCATCGTATCTGTTAT
GGAGGGAACTTGGGAGAATTAGCTGAAATAGTTGAGTTAACGATTGAAGAAAAACAGATTT
TTTCAAGGACAGAGCTTAGAAAATTTGATGATAGTGATCAGAAAGTTCACTTGACTGATGTT
ATTAACCTTATTCTAGGTGAGGAAAACTCAGTTCTTGCTATTTTTAATACGAAAAAAACGGT
TCATAACTGCTATACTATGCTAAAAGACATGACTGATAGACCGGTCTATCAGCTTTCGACAA
ATATGTGTGCGCAGCATAGACTTGACTTGATTGCTAAGATCAAAACGGAGTTACAAAATAA
TATCCCTATTATTTGTATTAGCACGCAATTAATTGAAGCAGGTGTAGATGTTGATTTTCATCG
CGTCATTCGTTCCTACTCAGGGATTGATTCTATTGTTCAGGCTGCTGGACGGTGTAACCGAG
AAGGCAAACGAGATAAAGGGCAAGTCACTCTTGTCAATCTGACCAATGAAGAGGAAAATAT
TTCTAGGCTGACAGAAATAAAAACTAAAAAAGAAGCCACAGAATCTATTCTTCATAAGATT
GGGTCTCCAATTGATATCTCAACTTTAAACCGTGACTTTTTTGAGTATTATTATGCCAATAAT
CAGGGACTGATGGATTATCCTTTGGAAGACAACCTATCAATCTACGACTATTTAAGCCTTAA
TATTTATCAGACGGCAAATAAAAAGTTCAAAGGTAAGTTAAAACAAGCTTTTAAAACAGCA
GGAGCCAAAATGAACCTCATCAATAATGATATGATAGGAATTCTCGTACCTTATGGCGAAG
CTGAGAAAAAATTGGCTTATTTAGAAGAATTAGGTGTGTCACATTTTTTATCAGCAAAAGAT
TATCAAACGATAAAATCATTACTAAAAGAGTTACAACCTTTTACGGTTAATGTCCGCGAGAA
CGATCCTCTCTTTGAGACAACAAAATCTTATCTAAATGGTCAGATTCTGGTTTTGACGTCGG
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AGTATTATGACACGGAAAGAGGAGTTAAATACGATTCAGCTAGCTTTTACTTCTAA (SEQ ID
NO:510)

SEQ ID NO:511

TTGTACAGATCTAGAGACTTCTACGTGAGAGTAAGTGGTCAGCGAGCTCTTTTTACAAATCC
AGCCACAAAAGGGGGATCGGAACGCTCATCCTATTCGGTTCCGACTAGACAGGCACTGAAT
GGTATCGTTGATGCCATCTATTATAAGCCGACCTTTACTAATATCGTCACAGAGGTTAAGGT
TATTAACCAGATTCAAACCGAATTACAGGGTGTCAGGGCTCTGTTACATGATTATAGTGCAG

ATTTAAGTTATGTATCCTATTTGAGTGATGTTGTTTATCTGATCAAGTTTCATTTTGTTTGGA
ATGAAGATAGAAAAGATTTGAACTCAGATAGACTTCCAGCTAAACATGAAGCCATTATGGA
GCGTTCTATTCGTAAAGGGGGACGTCGAGATGTGTTTTTGGGTACAAGAGAATGTTTAGGGC
TTGTAGATGATATCAGCCAAGAAGAGTATGAGACTACTGTGTCGTATTATAATGGTGTCAAT
ATCGACTTGGGAATCATGTTCCATTCCTTTGCCTATCCGAAGGACAAAAAGACACCATTAAA
ATCATACTTTACAAAGACTGTGATGAAAAATGGAGTCATTACGTTTAAAGCACAGTCTGAAT
GCGATATTGTTAACACGCTTTCTAGTTATGCTTTTAAAGCACCAGAGGAGATAAAATCGGTT
AACGATGAATGCATGGAGTATGATGCCATGGAGAAAGGAGAAAACTGA (SEQ ID NO:511)

SEQ ID NO:512:

ATGGATTTTTTTACTTCTCTCTTGAAGACTTATGAAAAAGCAGAGCTAGCAGACTTGGTTGA
TCATCAAAAAAGAAATAATGAGCCGGTTTTACTGCCGATTTATCATACGAGTTTAAAGTCAA
ATGGTAAAAATATCATTTCAGTGAAACTTGACAAAGATGGCCAGTTTCACAAGGCAGAATT
TATGGCAGATAAGCAAATGATTATTTTTCCTGTAACGGCTGATTCTGTTGCTAGGTCAGGTA
GTCATCCTGCACCGCATCCCCTAGTCGATAAATTTGCTTATTATAGTGCTGAAATGGGGCAG
ATTCAGTATGATTCTTTTCATAAGCAACTGAATAACTGGATTGATTATTGTGAGGAGGGTGA
TGTCAAGAAATTTTTAACCTTTGTTCAGCAGTTCATTTTGAAGCCAGAATTTCTAACATTGAT
TCTTGATTCTTTAATTGGTCCTGATTATCAACATAATCAATTAAAAGTCACATTTTGTGATGC
CACTGGAAAAGAAAAATTAATTGATTTATCAGCTTGCTTTTTAGAATTTTCAATTGATCAGTT
CCAGGGCTTTAAAAATGAATCGGTTTCGACATTTAAAGCCTTACACCAATCCTATATTTCTTT
TGTTGAAGCCAATCGTGAAAATCTCGGTATTTGTAATATTAGTGGACGAGAGGAACAGCTTA
CCGATAAGCATAGAGGTTTGATGGGGAATGCTAAAATCATCTCTGTTAGTAATAAAAGAGA
AGCTTATAAAGGACGTTTTAGAGAACGCGAAGACGTTTTTAGTGTTGGCTATGAAACTTCCG
AAAAGATTCATTTAATGCTCAAGTACCTTTTAGAAAATAAAAATACCAGTACTTGGTTAGGG
TCTTCTCAATATTTAATCAACTGGTTCAGCGATGATTTAACAAATGATAGTCGGTTGGATATT
GTATCACCAATCTTTGATGATGGACTTGAAGAAGATGATGATGACGATACGCCTCCTGTTAT
AACATTAGCAACTGAAGACAATAAAAGAATTGGTAAATCATTCATCAAGGGACAAAAATTA
TTTGCTAATGATGCCACTTACTACGTTGCTATTTTGAATAAAACCAGCAATGGGCGGATTGC
TTTAAAATATTTTCGTCAGCTTCAAGCGTCCCAATTACTCACCAATCTTAACAAGTGGCAGG
AAACATACAGTTGGGAGTCGCGATCTAAGTTTGGGAAAAGTCGCTTAAGAACCCCTACTTTT
CATGACATCCTTAATGTGTCCTACGGGGTTGATAGGGATCGCTTCCTTGAATTAGATAATGA
TAACTTCAAAAGTGATCAAATTCAAAAGTTAGTGGCAAGTTTGATTGATGGTAAACCGATGC
CACAGTCCATTGTCAAAAAGTTAGGTAACAATGTTAAAGAACGACATCGTTACCGTAAGCA
CTGGTATCAAGTTGAGCAGGTCTGCTTAGCAATTTTACACAAACAAAATGGGGAGGAATTTT
CACCGATGCTAGATCATACCAATCAAAATCGTTCCTATCTTTTTGGACGATTATTAGCAATTT
TTGAATTAATCGAGACCTTGCGTTATGGCTTGGATGGAAACAATAACGACCGTATTACCAAT
GCTGAACGTTATTGGACAGCCTATACTGGACAACCAACAAAATTGATGATGTTATTGGAAA
ATAAAATTAAGCCTTACGAAGAACCATTGAAATTAAATCGTCGTGGCAGTTGGATGAAATT
AGAAAAAGAAAAAGAAGAGATTTTAGAACTGTTAAATCCTCTGTTAGAAACAGAAACAATG
GAAAAACCCTTAGATTACCGCTTTATTTTTGGGTATTATGCTGAGAAAAACTATTACTATAC
AAAACAAAACACGGAAGTAACAGAAAGTGAGGAGTAA (SEQ ID NO:512)

SEQ ID NO:513:

ATGTTGGAACACAAAATTGATTTTATGGTAACTCTTGAAGTGAAAGAAGCAAATGCAAATG
GTGATCCCTTAAATGGAAACATGCCTCGTACAGATGCCAAAGGATATGGTGTGATGAGTGA
TGTCTCCATTAAACGTAAGATTCGTAATCGTTTGCAAGATATGGGGAAGTCTATTTTTGTGC
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AAGCTAATGAGCGTATTGAAGATGATTTTCGTTCACTGGAAAAACGCTTTTCGCAACATTTT
ACAGCTAAGACACCTGACAAAGAAATTGAAGAAAAAGCAAATGCATTATGGTTTGATGTTC
GTGCTTTTGGACAAGTTTTTACTTATCTGAAAAAATCAATTGGGGTGCGTGGACCAGTTTCC
ATCAGTATGGCTAAGTCCTTGGAGCCAATTGTCATTTCCAGCCTTCAAATTACGCGTAGTAC
CAATGGTATGGAAGCTAAGAATAATAGTGGCCGCTCTTCTGATACGATGGGGACAAAACAT
TTTGTAGATTATGGTGTGTATGTACTTAAAGGTTCTATCAATGCTTATTTTGCTGAAAAGACT
GGTTTTTCTCAGGAAGATGCTGAGGCTATTAAAGAAGTTTTGGTTAGCTTGTTTGAAAATGA
TGCGTCGTCTGCACGTCCGGAAGGCTCTATGCGAGTTTGTGAAGTCTTTTGGTTTACGCATTC
AAGCAAATTGGGAAATGTTTCAAGTGCGCGTGTCTTTGACTTGTTAGAGTATCATCAATCAA
TAGAAGAAAAAAGCACTTATGACGCTTATCAGATTCATCTAAATCAAGAAAAATTGGCTAA
ATATGAAGCGAAAGGGTTAACGCTTGAAATCCTAGAAGGACTCTAG (SEQ ID NO:513)

SEQ ID NO:514:

ATGGTCTATGCCGAAGATGATTATTTAATGCTGTCAGGTATTCAGCATTTCCAATTTTGTAAA
CGTCAATGGGCGTTGATCCATATTGAGCAACAATGGCTTGATAATGAAGCGACAGCGCATG
GACAGGTTTTACATACTAAAGCAGATAACCCTTACATTAAAGAAAAACGAAAAGAGCTTTT
GGTCTCACGTGCTATGCCCATTTCTTCTGCAGAACTTGGACTTTCAGGAATTATGGATGTTGT
GGAATTTTATAAAGATGATCAAGGTGTGTCTTTGAGGGGAAAACGTGGGAAATGGTTACCA
AAAGTTGTGGAATACAAGCGCGGAAAACCTAAAAAAGATACCAGAGATATTGTCCAGTTGG
TGGCTCAGACCATGTGTTTAGAAGAAACGCTAGACTGCGACATTAACGAAGGTTGTCTTTAT
TACCATAGTGTCAATCAAAGAGTGATTGTTCCTATGACATCAGCTTTGCGTCAAGAAGTGAA
GGAATTAGCCGCAGAGATGCATGAGGTTTATCAGAGTCAAATGCTACCTAAAGCAGCTTAT
TTTAAAAACTGTCAGCTTTGTTCTTTAGTCGATATTTGTAAGCCCAGGTTGAGTAAAAAAAC
AAGGAGTGTGTCGCGTTACATCAATGAGGCTATGACCAGTGAGGAGATGGACCTATGA
(SEQ ID NO:514)

SEQ ID NO:515:

ATGAAGAAGTTGCTAAATACCTTGTATTTGACGCAAGAAGATTTTTATGTCACTAAAGAGGG
CGATAACATTGTTATCAAGCAAGAAGGTAAGGTTCTCAAACGGTTTCCGTTTCGGATTATTG
ACGGTATTGTCTGTTTTTCTTATTTGGGTGTGTCGTCTGCTTTGGTGAAGTTATGTACGGAGA
ATCAGATTAATTTATCGTTTCATACACCACAAGGGCGTTTTTGTGGTCGCTATATTGGTTCAA
CCAATGGGAATGTGTTGTTGCGTAGAGAACATTATCGTTTATCTGATCGTGAGGAATCTTTG
GAATACGCAAAGCGGTTTATTTTGGCTAAAATTTCCAACTCAAGGAAATACTTGCTACGCTT
TAAACGAGATCATCGTCAACAGATTGATACCAAGCTTTTTGAGGCTGTTAATGACGAATTGA
TATGGGCTTTAGAGATGGTTCAGGCAGCAGATAATAAAGACTCTTTAAGAGGGATTGAAGG
CCAAGCTGCTAATCAGTATTTTCGCATATTTAATGACCTGGTGTTGACGGACAAAAAAACGT
TTTACTTCCAAGGTCGGAGTAAACGACCACCCTTAGATTGTGTTAATGCCCTCTTGTCTTTTG
GTTACAGTTTACTGACCTTTGAATGTCAATCTGCCTTGGAAGCTGTCGGATTAGACAGTTAC
GTTGGTTTCTTTCACACGGATCGTCCTGGGCGTGCTAGTTTAGCGCTTGATTTAGTTGAAGAG
TTCCGCTCATATATTGTAGATCGTTTTGTCTTTTCATTAATTAATAAAGGACAACTTCAGAAA
AAACACTTTGAGGTTAAAGAAAATGGTAGTATTTTATTGACGGAAAATGGCAGAGCTATTTT
TATTGATTTGTGGCAGAAGCGTAAGCATACTGAGGTAGAACATCCTTTTACAAAAGAGAAA
GTAAAACTTATGTTATTACCCTATGTACAAGCGCAGCTTTTAGCTAAGGCTATACGAGGAGA
TTTAGAAAGCTATCCACCTTTTATGGTTTAG (SEQ ID NO:515)

SEQ ID NO:516:

ATGATGGTTTTAGTCACTTATGATGTAAATACGGAAACACCTGCTGGTAGAAAAAGATTGCG
TCATGTTGCCAAACTCTGTGTGGACTATGGGCAACGTGTTCAAAATTCTGTTTTTGAATGTTC
TGTGACACCCGCAGAATTTGTGGATATAAAGCACCGCTTAACACAAATCATTGATGAGAAA
ACTGATAGTATTCGCTTTTATTTATTGGGGAAAAATTGGCAGAGGCGTGTGGAAACACTTGG
TCGCTCAGACAGCTATGACCCAGATAAAGGTGTCTTATTATTGTAA (SEQ ID NO:516)

con secuencias repetidas: SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22.
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Todas las patentes y publicaciones mencionadas en la especificacion son indicativas de los niveles de aquellos
experimentos en el arte a los cuales la invencion pertenece. Todas las patentes y publicaciones se incorporan en la
presente por referencia en el mismo grado que si se indicara especifica e individualmente que cada publicacion
individual se incorpora por referencia.

Aquellos de experiencia en el arte facilmente aprecian que la presente invencion esta bien adaptada para llevar a
cabo los objetivos y obtener los fines y ventajas mencionados, asi como aquellos inherentes en ellos. Las
composiciones y métodos descritos en la presente son representativos de modalidades preferidas, son ejemplares, y
no se pretenden como limitaciones en el alcance de la invencién.

La invencién descrita ilustrativamente de forma adecuada en la presente puede practicarse en la ausencia de
cualquier elemento o elementos, limitacién o limitaciones que no se describen especificamente en la presente. Los
términos y expresiones que se han empleado se usan como términos de la descripcion y no de limitacion, y no existe
la intencion de que el uso de tales términos y expresiones excluya cualquiera de los equivalentes de las
caracteristicas mostradas y descritas o porciones de las mismas, pero se reconoce que varias modificaciones son
posibles dentro del alcance de la invencion. De esta manera, debera entenderse que aunque la presente invencion
se ha descrito especificamente por modalidades preferidas y caracteristicas, modificacion y variacion opcionales de
los conceptos descritos en la presente pueden recurrise por aquellos experimentados en el arte, y que tales
modificaciones y variantes se consideran dentro del alcance de esta invencion.

La invencion se ha descrito ampliamente y genéricamente en la presente. Cada una de las especies mas limitadas y
agrupaciones subgenéricas caen dentro de la descripcion genética también forman parte de la invencién. Esto
incluye la descripcion genérica de la invencion con la condicion de que o la limitacion negativa remueva cualquier
materia objeto del género, sin tener en cuenta si la materia removida se recita especificamente en la presente o no.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para generar un cultivo de inicio que comprende al menos dos variantes de una cepa resistente a
bacteriéfagos, que comprende los pasos de:

(a) la exposicion de una cepa bacteriana precursora que comprende al menos una porcion de una ubicacion
CRISPR a un bacteriéfago para producir una mezcla de bacterias que comprende una variante de la cepa resistente
a bacteriéfagos que comprende una ubicacion CRISPR modificada que comprende al menos un espaciador
adicional en dicha ubicacion CRISPR modificada;

(b) la exposicién independiente de la misma cepa bacteriana precursora que en el paso (a) que comprende al menos
una porcion de una ubicacion CRISPR al mismo bacteriéfago que en el paso (a) para producir una mezcla de
bacterias que comprende otra variante de la cepa resistente a bacteriéfagos que comprende una ubicacion CRISPR
modificada que comprende al menos un espaciador adicional en dicha ubicacién CRISPR modificada;

(c) la seleccién de dichas variantes de la cepa resistente a bacteriéfagos de dichas mezclas de bacterias;

(d) la seleccion de dichas variantes de la cepa resistente a bacteriéfagos que comprenden un espaciador adicional
en dicha ubicacion CRISPR modificada de dichas cepas resistentes a bacteriéfagos seleccionadas en el paso (c); y

(e) el aislamiento de dichas variantes de la cepa resistente a bacteriéfagos, donde dichas cepas comprenden un
espaciador adicional en dicha ubicaciéon CRISPR modificada;

donde la secuencia de al menos un espaciador adicional en la variante de la cepa resistente a bacteriéfagos es
diferente de la secuencia de al menos un espaciador adicional en la otra cepa resistente a bacteriéfagos.

2. El método de la Reivindicacion 1, donde dicho método comprende ademas la etapa de comparar dicha ubicacién
CRISPR o una porcién de la misma de dicha cepa bacteriana precursora y dicha ubicacion CRISPR modificada de
las variantes de la cepa resistente a bacteriéfagos para identificar las variantes de la cepa resistente a bacteriéfagos
que comprenden al menos un espaciador adicional en dicha ubicacién CRISPR modificada que esta ausente de
dicha ubicacion CRISPR de dicha cepa bacteriana precursora.

3. El método de la Reivindicacion 1, donde dicho bacteriéfago se selecciona del grupo de familias de virus que
consiste en: Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae, Microviridae, Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae,
y Tectiviridae.

4. El método de la Reivindicacion 1, donde dicho bacteriéfago es un bacteriéfago de origen natural o es un
bacteriéfago mutado obtenido mediante presion selectiva utilizando una bacteria resistente a bacteriéfagos.

5. El método de la Reivindicacién 1, donde dichas cepas resistentes a bacteriéfagos o dicha cepa bacteriana
precursora es una mutante insensible a bacteriéfagos.

6. El método de la Reivindicacion 1, donde las porciones terminales 5’ y/o 3’ de dicha ubicacién CRISPR de la cepa
bacteriana precursora se comparan con dicha ubicacion CRISPR modificada de dichas variantes de la cepa
resistente a bacteriéfagos.

7. El método de la Reivindicacién 1, donde las porciones terminales 5’ y/o 3’ de al menos el primer espaciador
CRISPR de dicha ubicaciéon CRISPR de dicha cepa bacteriana precursora se comparan con dicha ubicacion
CRISPR modificada de dichas variantes de la cepa resistente a bacteriéfagos.

8. El método de la Reivindicacién 1, donde dicha al menos una porcion de dicha ubicacion CRISPR de dicha cepa
bacteriana precursora y al menos una porcion de dicha ubicaciéon CRISPR modificada de dichas variantes de la cepa
resistente a bacteriéfagos se comparan al amplificar, preferiblemente utilizando la reaccidon en cadena de la
polimerasa, al menos una porcién de dicha ubicacion CRISPR y al menos una porcién de dicha ubicacion CRISPR
modificada, para producir una secuencia de ubicacién CRISPR amplificada y una secuencia de ubicacion CRISPR
modificada amplificada.

9. El método de la Reivindicacién 1, donde dicha al menos una porcion de dicha ubicacion CRISPR de dicha cepa
bacteriana precursora y al menos una porcién de dicha ubicacién CRISPR modificada de dichas variantes de la cepa
resistente a bacteriéfagos se comparan al procesar por secuencia al menos una porcién de dicha ubicaciéon CRISPR
y al menos una porcion de dicha ubicacién CRISPR modificada.

10. EI método de la Reivindicacién 8, que ademas comprende la etapa de procesar por secuencia dicha secuencia
de ubicacion CRISPR amplificada y dicha secuencia de ubicacién CRISPR modificada amplificada.
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11. El método de la Reivindicacion 1, donde dicho espaciador adicional en dicha ubicacién CRISPR modificada
forma parte de una unidad espaciadora de repeticion.

12. El método de la Reivindicacion 1, donde al menos uno de dichos espaciadores adicionales forma parte de una
unidad espaciadora de repeticion que comprende al menos 44 nucleétidos o donde dicha unidad espaciadora de
repeticion adicional comprende entre 44 nucleotidos y 119 nucledtidos.

13. El método de la Reivindicacién 1, donde al menos uno de dichos espaciadores adicionales forma parte de una
unidad espaciadora de repeticion que comprende al menos una secuencia de nucleétido que tiene al menos 95% de
identidad con una repeticion CRISPR en dicha ubicacién CRISPR de dicha cepa bacteriana precursora.

14. El método de la Reivindicacion 1, donde al menos uno de dichos espaciadores adicionales forma parte de una
unidad espaciadora de repeticion que comprende al menos una secuencia de nucleétido que tiene al menos 95% de
identidad con una secuencia de nucleétido en el genoma de dicho bacteriéfago.

15. El método de la Reivindicacién 1, donde dicha cepa bacteriana precursora es una cepa util en la industria.

16. El método de la Reivindicacion 15, donde dicha cepa bacteriana precursora es susceptible a infeccién por al
menos un bacteriéfago.

17. El método de la Reivindicacion 15, donde dicha cepa bacteriana precursora es una cepa obtenida de un cultivo
seleccionado de cultivos de inicio, cultivos probidticos, y cultivos de suplementos dietéticos.

18. El método de la Reivindicaciéon 1, donde dicha cepa bacteriana precursora se selecciona de Escherichia,
Shigella, Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus, Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria, Bordetella,
Helicobacter, Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium,
Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella, Brucella, Campylobacter, Klebsiella, Frankia, Bartonella,
Rickettsia, Shewanella, Serratia, Enterobacter, Proteus, Providencia, Brochothrix, Bifidobacterium, Brevibacterium,
Propionibacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc y Oenococcus.

19. Un cultivo de inicio obtenido mediante el método de la Reivindicacion 1.
20. Un método de fermentacion que comprende agregar el cultivo de inicio de la Reivindicacién 19 a un medio de
fermentacién, bajo condiciones tales que ocurra la fermentacidon de los componentes de dicho medio de

fermentacion.

21.El método de la Reivindicacion 20, donde dicha fermentacion no se ve afectada por la presencia de
bacteriéfagos.

22. El método de la Reivindicacion 20, donde dicho medio de fermentaciéon es un producto alimenticio tal como un
producto lacteo, por ejemplo, leche.

23. El método de la Reivindicacion 20, donde dicho medio de fermentacion se expone secuencialmente a al menos
dos cultivos de inicio diferentes.

151



ES 2 541 693 T3

FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6

P P2

DGCC7778

).

cas? cas2casicasdR
P15 -ACAAACAACAGAGAAGTATCTCATTG-3
P2 5'-AACGAGTACACTCACTATTTGTACG-3'

P3 5-TCCACTCACGTACAAATAGTGAGTGTACTC P P4
GTTTTTGTATICTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGT
TTGATTCAACATAAAAAG -3
P4 5-CTTTCCTTCATCCTCGCTITGGTT-3
P1 P2
s
_ —
s —— T CONSTRUCTO $152
2 b = ) PRODUCIDO POR

R S1 R RT INGENIERIA

157



ES 2 541 693 T3

FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA 14
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FIGURA 17
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FIGURA 18
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FIGURA 20
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FIGURA 22
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FIGURA 23
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