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DESCRIPCION
Bacteria Streptococcus thermophilus
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, entre otras cosas, a una bacteria acidolactica de acidificacién rapida con
propiedades texturizantes mejoradas.

Antecedentes de la invenciéon

La industria alimentaria utiliza bacterias para mejorar el sabor y la textura de alimentos y también para prolongar la
vida (til de estos alimentos. En el caso de la industria lactea, las bacterias lacticas se utilizan habitualmente para,
por ejemplo, acidificar la leche (por fermentacion) y texturizar el producto en el que se incorporan: entre las bacterias
lacticas normalmente utilizadas en la industria alimentaria, como ejemplos se incluyen los géneros Streptococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Bifidobticterium.

Las bacterias acidolacticas de la especie Streptococcus thermophilus se utilizan ampliamente en solitario o en
combinacién con otras bacterias para la produccién de productos alimentarios, en particular productos fermentados.
En particular se utilizan en la formulacion de fermentos utilizados para la produccién de leches fermentadas, por
ejemplo, yogures. Determinadas bacterias desempefian una funcion dominante en el desarrollo de la textura del
producto fermentado. Esta caracteristica esta estrechamente relacionada con la produccién de polisacaridos. Entre
las cepas de Streptococcus thermophilus es posible diferenciar las cepas que son texturizantes de las que no lo son.

Ademas, en la industria alimentaria se utilizan ampliamente cultivos - tales como cultivos iniciadores - en la
fabricacion de productos fermentados incluyendo productos lacteos (tales como yogur, mantequilla y queso),
productos carnicos, productos de panaderia, productos vinicolas y vegetales. La preparacion de cultivos es
laboriosa, ocupa mucho espacio y requiere equipos y entrafia un riesgo de contaminacion considerable con las
bacterias de descomposicion y/o fagos durante la etapa de propagacion. El fracaso de los cultivos bacterianos por
infeccion y multiplicaciéon de bacteriéfagos (fagos) es un problema principal con el uso industrial de los cultivos
bacterianos. Hay muchos tipos de fagos diferentes con diversos mecanismos para atacar a las bacterias.
Adicionalmente, aparecen nuevas cepas de bacteriéfagos.

Como estrategias utilizadas en la industria para minimizar la infeccion por bacteriéfagos, y por tanto minimizar el
fracaso de un cultivo bacteriano, se incluyen el uso de: (i) cultivos iniciadores mixtos; y (ii) el uso alternativo de cepas
gue tienen diferentes perfiles de susceptibilidad a fagos (rotacién de cepas).

() Tradicionalmente, los cultivos iniciadores en la industria lactea son mezclas de cepas de bacterias
acidolacticas. La composicion compleja de cultivos iniciadores mixtos garantiza que haya un determinado nivel
de resistencia contra el ataque de fagos. Sin embargo, el subcultivo repetido de cultivos de cepas mixtas
conduce a cambios impredecibles en la distribucion de cepas individuales y eventualmente a dominancia de
cepas no deseadas. A su vez esto puede conducir a una susceptibilidad aumentada contra el ataque por fagos y
a un riesgo de que se produzcan fracasos durante la fermentacion.

(i) La rotacion de cepas bacterianas seleccionadas que son sensibles a diferentes fagos es otra estrategia para
limitar el desarrollo de los fagos. Sin embargo, es dificil y engorroso identificar y seleccionar una cantidad
suficiente de cepas que tengan perfiles de tipos de fagos diferentes para proporcionar un programa de rotacién
fiable y eficaz. Ademas, el uso continuado de cepas requiere una atenta supervision de nuevos fagos infecciosos
y la necesidad de sustituir rapidamente una cepa que esté infectada con el nuevo bacteriéfago por una cepa
resistente. En las plantas de fabricacion, donde se preparan con antelacién grandes cantidades de cultivos
iniciadores a granel, normalmente dicha respuesta rapida no es posible.

J. R. Broadbent et al. (J. Dairy Sci. 86:407-423, 2003) es una revision de las aplicaciones bioquimicas, genéticas y
de produccién de exopolisacaridos en Streptococcus thermophilus.

El documento WO09962316A ensefia una bacteria acidolactica que produce exopolisacaridos. La pagina
http://www.bam-rotholz.atldoku- mente/msbkulturen/ep27kulturen a.pdf supuestamente desvela una especificacion
del producto de Saurewecker LF7.

M. Viscardi et al. (Journal of Microbial Methods 55, 2003, 109-119) ensefian la selecciéon de mutantes resistentes a
bacteriéfagos de Streptococcus thermophilis.

Existe una continua necesidad en la técnica de proporcionar cepas bacterianas mejoradas para su uso en la
industria alimentaria/del pienso animal - tales como cepas bacterianas que tienen propiedades texturizantes
mejoradas. Las cepas bacterianas mejoradas que son resistentes a fagos son particularmente deseables.
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Sumario de la presente invencion

La bacteria acidolactica de acidificacion rapida descrita en el presente documento tiene numerosas ventajas. Como
ejemplo, la bacteria acidolactica de acidificacion rapida tiene ventajas en cuanto a la texturizacion de medios en los
que se incorpora. Como ejemplo adicional, esto hace posible obtener geles, por ejemplo, de leches fermentadas,
gue sean espesas, cohesivas, con pelicula, fibrosas resistentes a la agitaciéon y/o no granulares.

Ventajosamente, la bacteria acidolactica de acidificacién rapida es una bacteria resistente a bacteriéfagos por lo cual
se minimiza la infeccion por bacteriéfagos y por tanto el fracaso del cultivo bacteriano. Esta es una propiedad
importante de la bacteria acidolactica descrita en el presente documento porque reduce el riesgo de incidentes
causados por fagos durante la produccion, que puede detener la produccién durante un periodo de tiempo para la
descontaminacion.

Mas ventajosamente, la bacteria acidolactica de acidificacion rapida descrita en el presente documento tiene
propiedades texturizantes ventajosas y también es resistente a fagos.

Aspectos del sumario de la presente invencién
En las reivindicaciones adjuntas se presentan aspectos de la presente invencion.

En un primer aspecto, se proporciona una bacteria acidolactica Streptococcus thermophilus de acidificacion rapida
gue genera una viscosidad en la leche fermentada superior a 62 Pascales-segundo ( Pa.s) después de 14 dias de
almacenamiento a 6°C, en el que dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 19 o un homdlogo
de la misma con al menos 90 % de identidad con la misma, o un fragmento de SEQ ID N.° 19 que comprende al
menos 90 % de la secuencia SEQ ID N.° 19 y en la que dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID
N.° 20 o un homdlogo de la misma con al menos 99 % de identidad con la misma.

En un aspecto particularmente preferido se proporciona una bacteria acidolactica de acidificacion rapida que genera
una viscosidad en leche fermentada superior a aproximadamente 62 Pa.s y cuya bacteria es resistente a fagos.

En un aspecto adicional, se proporciona una cepa de Streptococcus thermophilus aislada depositada segun el
Tratado de Budapest por Danisco Deutschland Niebull GmbH, Buch-Johannsen Strasse.l, Niebull -D-25899,
Alemania en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D
- 38124 Braunschweig) con el nUmero de depdsito 18344 el 14 de junio de 2006. Se confirma por la presente que el
depositante ha autorizado al solicitante hacer referencia al material biolégico depositado en esta solicitud y que le ha
otorgado un consentimiento sin reserva e irrevocable para que el material depositado esté disponible al publico.

También se proporciona un cultivo celular que comprende la bacteria acidolactica o la cepa descrita en el presente
documento.

En un aspecto adicional, se proporciona un alimento, un aditivo alimentario, un pienso, un complemento nutricional,
0 un complemento probiético que comprende la bacteria acidolactica, la cepa, o el cultivo celular como se describe
en el presente documento.

Un método para preparar un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional, o complemento
probidtico comprende la etapa de afiadir la bacteria acidolactica, la cepa o el cultivo celular, a dicho alimento, aditivo
alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probidtico.

Un aspecto adicional proporciona un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento
probiético obtenido, o que puede obtenerse, mediante uno cualquiera de los métodos que se ensefian en el presente
documento, en el que dicho alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probidtico
comprende la bacteria acidolactica, la cepa o el cultivo celular, como se desvela en el presente documento.

También se describe el uso de la bacteria acidolactica, de la cepa o del cultivo celular para preparar un alimento, un
aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiético.

En un aspecto adicional, se describe un método para modificar la viscosidad de un alimento, un aditivo alimentario,
un pienso, un complemento nutricional o un complemento probiético que comprende afiadir la bacteria acidolactica,
la cepa o el cultivo celular a dicho alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento
probiético.

También se describe el uso de la bacteria acidolactica, de la cepa o del cultivo celular para modificar la viscosidad de
un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiético.

En otro aspecto, se describe un método para identificar una bacteria que pertenece al género Streptococcus
thermophilus que comprende la etapa de explorar la bacteria para determinar la secuencia expuesta en SEQ ID N.°
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19 o un homoélogo de la misma con al menos 90 % de identidad con la misma, o un fragmento de SEQ ID N.° 19 que
comprende al menos 90 % de la secuencia SEQ ID N.° 19, en la que la Streptococcus thermophilus es la misma que
la cepa Streptococcus thermophilus depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el nimero de depdsito 18344 el 14 de junio
de 2006, o es una Streptococcus thermophilus de acidificacién rapida que genera una viscosidad en leche
fermentada superior a 62 Pascales-segundo ( Pa.s) después de 14 dias de almacenamiento a 6 °C.

En otro aspecto, se describe un método para identificar una bacteria que pertenece al género Streptococcus
thermophilus que comprende la etapa de amplificar el locus CRISPR de una bacteria utilizando al menos un cebador
oligonucleatidico directo y al menos uno inverso, en el que cada uno de los cebadores flanquea lados opuestos de
uno o mas espaciadores CRISPR que estan ausentes en Streptococcus thermophilus DSMZ-18344, en el que la
Streptococcus thermophilus es la misma que la cepa Streptococcus thermophilus depositada en la DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el
numero de depdsito 18344 el 14 de junio de 2006, o es una bacteria acidolactica Streptococcus thermophilus de
acidificacion rapida que genera una viscosidad en leche fermentada superior a 62 Pascales-segundo ( Pa.s)
después de 14 dias de almacenamiento a 6 °C.

En el presente documento también se ensefia una bacteria que pertenece al género Streptococcus que se identifico
0 que puede identificarse mediante el método.

Se describe una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 19 o un homoélogo
de la misma con al menos 75 % de identidad con la misma.

También se describe una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos, al igual que una
construccién o un vector que comprende la secuencia de nucleétidos.

Se describe una célula hospedadora que comprende la construccion o el vector.
También se describe un cebador oligonucleotidico que puede hibridarse con la secuencia de nucle6tidos.

Se describe el uso del cebador oligonucleotidico para identificar una bacteria que pertenece al género
Streptococcus.

También se describe una bacteria acidolactica, un cultivo aislado, un cultivo celular, un alimento, un aditivo
alimentario, un pienso, un complemento nutricional, un complemento probidético, un método, un uso, una secuencia
de acido nucleico, una construccién, un vector, una célula hospedadora, una secuencia de aminoacidos, o un
cebador oligonucleotidico como se ha descrito anteriormente en el presente documento con referencia a la
descripcion y a las figuras acompafiantes.

Otros aspectos de la presente invencién se presentan en las reivindicaciones acompafantes y en la siguiente
descripcion y andlisis. Estos aspectos se presentan en los encabezamientos de los distintos apartados. Sin
embargo, debe entenderse que las ensefianzas de cada uno de los encabezamientos de los apartados no se limitan
necesariamente a ese encabezamiento del apartado particular.

Realizaciones preferidas

Preferentemente, la bacteria es resistente a fagos.

La bacteria es Streptococcus thermophilus.

Preferentemente, la Streptococcus thermophilus pertenece al grupo genético CL0189.

Preferentemente, la bacteria acidolactica comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 20.

Preferentemente, el cultivo celular es un cultivo iniciador, un cultivo probiético o un complemento dietético.

Preferentemente, el cultivo comprende una o mas bacterias acidolacticas adicionales seleccionadas de los géneros
gue consisten en Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Bifidobacterium.

Preferentemente, el cultivo comprende una o mas bacterias acidolacticas adicionales seleccionadas de las especies
que consisten en Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y/o
Bifidobacterium.

Preferentemente, el alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional, o complemento probiético es un
alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional, o complemento probiético, lacteo, carnico o basado
en cereales.
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Preferentemente, el alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional, 0 complemento probiético lacteo,
es leche, yogur, crema, crema madura, queso, queso fresco, una bebida lactea, un queso procesado, un postre
cremoso, requesoén o leche infantil.

Preferentemente, la leche comprende leche de origen animal y/o vegetal.

Preferentemente, el alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probidtico
comprende o consta de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiético
fermentado.

Preferentemente, el alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiotico
comprende o consta de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiético
lacteo.

Preferentemente, el cebador oligo nucleotidico directo se hibrida con SEQ ID N.° 1 y el cebador oligonucleotidico
inverso se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.° 2, SEQ ID N.° 3, SEQ ID N.° 4, SEQ ID N.°5, SEQ ID N.° 6, SEQ ID
N.°7, SEQ ID N.° 8, SEQ ID N.° 9, SEQ ID N.° 10, SEQ ID N.° 11, SEQ ID N.° 12, SEQ ID N.° 13, SEQ ID N.° 14,
SEQ ID N.° 15, SEQ ID N.° 16 y/o SEQ ID N.° 17.

Preferentemente, el cebador oligonucleotidico directo se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.° 2, SEQ ID N.° 3, SEQ
ID N.° 4, SEQ ID N.°5, SEQ ID N.° 6, SEQ ID N.° 7 y/o SEQ ID N.° 8 y un cebador oligonucleotidico inverso se
hibrida con cualquiera de SEQ ID N.° 9, SEQ ID N.° 10, SEQ ID N.° 11, SEQ ID N.° 12, SEQ ID N.° 13, SEQ ID N.°
14, SEQ ID N.° 15, SEQ ID N.° 16 y/o SEQ ID N.° 17.

Preferentemente, el cebador oligonucleotidico directo se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.° 2, SEQ ID N.° 3, SEQ
ID N.° 4, SEQ ID N.° 5, SEQ ID N.° 6, SEQ ID N.° 7 y/o SEQ ID N.° 8 y el cebador oligonucleotidico inverso se
hibrida con SEQ ID N.° 18.

Preferentemente, el cebador oligonucleotidico directo se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.° 9, SEQ ID N.° 10,
SEQIDN.°11, SEQID N.°12, SEQ ID N.° 13, SEQ ID N.° 14, SEQ ID N.° 15, SEQ ID N.° 16 y/o SEQ ID N.° 17 y el
cebador oligonucleotidico inverso se hibrida con SEQ ID N.° 18.

Preferentemente, la bacteria que pertenece al género Streptococcus es Streptococcus thermophilus.
Preferentemente, la cepa de Streptococcus thermophilus pertenece al grupo genético CL0189.

Preferentemente, la cepa de Streptococcus thermophilus tiene sustancialmente las mismas caracteristicas que las
de la cepa de Streptococcus thermophilus depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el nimero de depdsito 18344 el 14 de junio
de 2006.

Preferentemente, la cepa de Streptococcus thermophilus es la misma que la cepa de Streptococcus thermophilus
depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b,
D - 38124 Braunschweig) con el niumero de depdsito 18344 el 14 de junio de 2006.

La expresion “cepa de acidificacion rapida”, como se utiliza en el presente documento, significa preferentemente una
cepa que tiene las siguientes propiedades: una velocidad de acidificacion menor de -0,0100 upH/min y un tiempo
para alcanzar un pH de 4,6 menor de 540 minutos a 43 °C cuando la tasa de inoculacién es entre 1E6 ufc/ml y
1E7 ufc/ml de leche (siguiendo el proceso de leche fermentada descrito mas adelante en el apartado titulado
"Proceso de Leche Fermentada").

Figuras

Figura 1
Comparacion de los resultados obtenidos utilizando EPSAD PCR-RFLP para S. thermophilus CNCM 1-2423, S.
thermophilus CNCM 1-2425 y S. thermophilus DSMZ-18344.

Figura 2
Organizacion de los grupos de genes eps de S. thermophilus. Todos los operones eps conocidos constan de una
parte proximal comun (genes epsA- B-C-D) seguida de una parte altamente variable.

Figura 3

Representacién esquematica de la secuencia de los espaciadores del locus CRISPR 1 de S. thermophilus
DSMZ-18344, S. thermophilus CNCM 1-2425, S. thermophilus CNRZ385 y S. thermophilus CNCM 1-2423. Cada
cuadrado representa una secuencia espaciadora.
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Descripcion detallada de la invencion
Bacterias acidolacticas

Como se utiliza en el presente documento, la expresién “bacterias acidolacticas” se refiere a bacterias Gram
positivas, microaerdfilas o anaerobias que fermentan azicar con la produccién de &cidos, incluyendo el acido lactico
como el acido predominantemente producido, el acido acético, el acido féormico y el acido propionico. Pertenecen al
grupo taxondémico de los Firmicutes. Desprovistas de catalasa, las bacterias lacticas constituyen un grupo
heterogéneo de bacterias en forma de cocos de los géneros Aeroccus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella, o en forma de bastoncillos de
los géneros Lactobacillus y Carnobacterium.

Las bacterias acidolacticas mas Utiles desde el punto de vista industrial se encuentran entre los géneros
Lactococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Propionibacterium. Por
tanto, en una realizacion, se prefiere que la bacteria acidolactica se seleccione de este grupo de géneros.

En una realizacién particularmente preferida, la bacteria acidolactica pertenece al género Streptococcus.

Una especie preferida de bacteria lactica es Streptococcus thermophilus. Preferentemente, la Streptococcus
thermophilus que pertenece al grupo genético CL0189.

Streptococcus thermophilus es una especie naturalmente presente en la leche y ampliamente utilizada en la
alimentacion, y en particular en la industria lactea porque puede utilizarse para acidificar y texturizar productos, tales
como la leche. Es una bacteria termdfila homofermentativa.

Como se describe con mas detalle en el presente documento, los cultivos iniciadores de bacterias acidolacticas se
utilizan comunmente en la industria alimentaria como cultivos de cepas mixtas que comprenden una 0 mas especies.
Las mezclas de cepas preferidas incluyen mezclas de la bacteria acidolactica descrita en el presente documento con
una o mas cepas de Streptococcus — tales como diferentes cepas de Streptococcus thermophilus — 0 con una 0 mas
cepas que pertenecen a los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Leuconostoc,
Pediococcus y/o Propionibacterium.

Se prefieren mezclas de la bacteria acidolactica descrita en el presente documento con Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactococcus lactis y/o Bifidobacterium.

Se prefieren particularmente mezclas de la bacteria acidolactica descrita en el presente documento con Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus. Dichos cultivos de cepas mixtas se utilizan tipicamente como cultivos iniciadores de
yogur donde existe una relacién simbidtica entre las especies (Rajagopal et al. J. Dairy Sci., 73, pags. 894-899,
1990).

Las bacterias acidolacticas y mezclas de las mismas pueden utilizarse en los cultivos descritos en el presente
documento.

Se proporciona una bacteria acidolactica de acidificacion rapida que genera una viscosidad en leche fermentada
superior a aproximadamente 62 Pa.s.

Ademas, un aumento en la tasa de acidificacién también reduce el riesgo de fracaso durante la fermentacion debido
a infeccion por fagos.

Adecuadamente dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 19 o un homélogo de la misma con
al menos 90 % de identidad con la misma.

Adecuadamente, dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 20 o un homoélogo de la misma
con al menos 99 % de identidad con la misma.

En un aspecto adicional, se proporciona una bacteria acidolactica que comprende la secuencia expuesta en SEQ ID
N.° 19 o un homdlogo de la misma con al menos 90 % de identidad con la misma.

En un aspecto adicional, se proporciona una bacteria acidolactica que comprende la secuencia expuesta en SEQ ID
N.° 20 o un homdlogo de la misma con al menos 99 % de identidad con la misma.

En un aspecto particularmente preferido, la presente invencién se refiere a una cepa de Streptococcus thermophilus
depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b,
D - 38124 Braunschweig) con el niumero de depdsito 18344 el 14 de junio de 2006.

La bacteria acidolactica puede ser una mutante de la bacteria acidolactica descrita en el presente documento.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2610811 T3

Preferentemente, esta bacteria acidolactica mutante tiene una o mas (preferentemente todas) de las caracteristicas
de la cepa S. thermophilus de la presente invencion, por ejemplo, la bacteria acidolactica mutante es una bacteria
acidolactica de acidificacion rapida; y/o la bacteria acidolactica mutante genera una viscosidad en leche fermentada
superior a aproximadamente 62 Pa.s, preferentemente aproximadamente 68 Pa.s; y/o la bacteria acidolactica
mutante es resistente a fagos; y/o la bacteria acidolactica mutante pertenece al grupo genético CL0189; y/o la
bacteria acidolactica mutante comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 20; y/o la bacteria acidolactica
mutante comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 19 u homéloga de la misma con al menos 90 % de
identidad con la misma.

Actividad acidificante

La actividad acidificante se caracteriza tipicamente por tres parametros: los parametros cinéticos de acidificacion, la
acidez que puede titularse y el pH de fermentacion final que determina las caracteristicas organolépticas del
producto y su calidad de conservacion y la post-acidificacion que se desarrolla durante la conservacion del producto.

Ventajosamente, una tasa de acidificacion alta hace posible reducir el periodo durante el cual un producto es
sensible a contaminantes (pH > 4,7) y en consecuencia reducir el riesgo de contaminacién bacteriana. Un aumento
en la tasa de acidificacion también potencia los aspectos econémicos del proceso aumentado la productividad y la
flexibilidad del material industrial.

La actividad acidificante de las bacterias acidolacticas puede determinarse utilizando diversos métodos conocidos en
la técnica. Como ejemplo, las bacterias acidolacticas pueden crecer inicialmente en caldo y después en leche
descremada estéril reconstituida complementada con extracto de levadura y glucosa durante dos subcultivos
sucesivos. La leche descremada reconstituida estéril se inocula después con un cultivo activado durante 24 horas y
los cambios de pH se determinan utilizando peachimetros durante la incubacion.

Ventajosamente, la bacteria acidolactica de acuerdo con la presente invencidon es una bacteria de acidificacion
rapida dado que puede caracterizarse por una rapida acidificacion de la leche durante el proceso de fermentacion.

Preferentemente, la velocidad de acidificacion es de aproximadamente -0,013 upH/min a aproximadamente -
0,019 upH/min. Méas preferentemente, la velocidad de acidificacion es de aproximadamente -0,0135 upH/min a
aproximadamente -0,018 upH/min. Mas preferentemente, la velocidad de acidificacion es de aproximadamente -
0,014 upH/min a aproximadamente -0,017 upH/min. Mas preferentemente, la velocidad de acidificacion es de
aproximadamente -0,0145 upH/min a aproximadamente -0,017 upH/min. Mas preferentemente, la velocidad de
acidificacion es de aproximadamente -0,015 upH/min a aproximadamente -0,017 upH/min. Mas preferentemente, la
velocidad de acidificacion es de aproximadamente -0,015 upH/min a aproximadamente -0,017 upH/min. Mas
preferentemente la velocidad de acidificacion es de aproximadamente -0,0169 upH/min.

Esta tasa de acidificacion se compara favorablemente con la de otras cepas de bacterias de acidificacion rapida -
tales como -0,0129 upH/min, -0,0167 upH/min y -0,0209 upH/min para S. thermophilus CNCM 1-2423, S.
thermophilus CNCM 1-2980 y S. thermophilus CNCM [-2425, respectivamente.

S. thermophilus CNCM 1-2423 se ha depositado previamente en la CNCM como nimero de depdsito 1-2423 y se
describe en el documento W02004/085607.

S. thermophilus CNCM 1-2425 se ha depositado previamente en la CNCM como nimero de depésito 1-2425

S. thermophilus CNCM 1-2980 se ha depositado previamente en la CNCM como nimero de depdsito 1-2980 y se
describe en el documento W02004/085607.

La bacteria S. thermophilus de acidificacion rapida es una bacteria que tipicamente puede coagular la leche en
menos de 540 minutos a 43 °C +/- 1 °C cuando la tasa de inoculacion es entre 1E6 ufc/mly 1 E7 ufc/ml de leche. La
velocidad maxima de acidificacién es el valor maximo de la curva de pH derivada frente al tiempo. Esta medicion
final puede obtenerse utilizando la medicién de pH on line en leche utilizando un dispositivo CINAC (Ysebaert Ltd).

En una realizacion, la tasa de acidificacion se mide utilizando métodos que son habitualmente conocidos en la
técnica. Tipicamente, la tasa de acidificacién se medira supervisando el cambio de pH a lo largo del tiempo.

En otra realizacién, la tasa de acidificacion se mide utilizando un dispositivo CINAC que es un aparato que se utiliza
mucho en la industria lactea para analizar las propiedades de acidificaciéon de las bacterias acidolacticas.

Un sistema automatizado para medir la tasa de acidificacion es muy conocido por el experto habitual en la técnica.
Pueden encontrarse referencias (por ejemplo) en el documento FR 2 629 612 por ejemplo. El sistema automatico
CINAC se ensefia en el articulo de Corrieu, G. et al Process (ISSN 0998-6650); 1992, No. 1068, pags. 24-27 (10
ref.).
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Texturizacién/viscosidad

Como se desvela en el presente documento, se proporciona una bacteria acidolactica con propiedades o actividades
texturizantes mejoradas. En particular, la bacteria acidolactica presenta la propiedad de conferir viscosidad a un
medio de fermentacion.

La bacteria acidolactica genera leche fermentada que tiene una viscosidad superior a aproximadamente 62 Pa.s,
mas preferentemente superior a aproximadamente 65 Pa.s, y mas preferentemente superior a aproximadamente 68
Pa.s.

Preferentemente, la bacteria acidolactica genera leche fermentada que tiene una viscosidad en el intervalo de
aproximadamente 62 Pa.s a aproximadamente 75 Pa.s, preferentemente de aproximadamente 65 Pa.s a
aproximadamente 75 Pa.s, mas preferentemente de aproximadamente 62 Pa.s a aproximadamente 68 Pa.s, mas
preferentemente de aproximadamente 65 a aproximadamente 68 Pa.s, mas preferentemente de aproximadamente
68 Pa.s.

Preferentemente, la viscosidad se mide después de 14 dias de almacenamiento a aproximadamente 6 °C.
Las bacterias acidolacticas descritas en el presente documento son fuertemente texturizantes.

En una realizacion, la bacteria acidolactica genera leche fermentada que tiene la viscosidad descrita en el presente
documento, medida utilizando uno o mas de los métodos descritos a continuacion.

En la técnica se conoce en diversas mediciones reoldgicas - tales como el flujo y la viscosidad.
Proceso de leche fermentada

En una realizacion, se producen leches fermentadas recientes a escala de laboratorio. La base lactea se compone
de leche UHT comercial complementada con leche en polvo semidesnatada al 3 % (p/p). Después de mezclar, la
base lactea se calienta durante 10 minutos +/- 1 minuto a 90 °C +/- 0,2 °C. Después, la base se enfria a 43 °C +/-
1°C en un bafio de agua regulado a 43°C +/- 1°C y la leche se despacha en vasos de laboratorio de vidrio de
125 ml. La leche se inocula con la bacteria a una proporcion de 1E6-1E7 ufc/ml. La fermentacion se realiza a 43 °C
+/- 1 °C sin agitacion y se detiene cuando el pH alcanza 4,6 +/- 0,05. En ese momento, la leche fermentada reciente
se enfria rapidamente a 6°C +/-1°C en menos de 1 hora. Finalmente, los productos se almacenan a esta
temperatura durante 28 dias.

Método para medir la viscosidad:

En una realizacion, las mediciones de viscosidad se realizan a 6°C en leches fermentadas, después del
almacenamiento durante 1, 7, 14 y 28 dias a 6 °C. El aparato que se utiliza es un viscometro Brookfield® de tipo
RVF (Brookfield Engineering Laboratories, Inc.) instalado en un soporte Helipath (Brookfield Engineering
Laboratories, Inc.) El viscémetro esta dotado de una aguja de tipo C y la velocidad de oscilacién aplicada a la aguja
es de 10 rpm. De acuerdo con la presente invencién este método es un método preferido para medir la viscosidad.

Método para medir el flujo:

En otra realizacion, las mediciones de flujo se realizan a 6 °C en leches fermentadas, después del almacenamiento
durante 14 dias a 6 °C y habiéndose agitado previamente. El aparato que se utiliza es un redmetro ARIO00-N (TA
Instruments) dotado de cilindros coaxiales (Radio 1= 15 mm, Radio 2= 13,83 mm, Altura 32 mm, Espacio vacio =
2 mm). Para el segmento ascendiente se aplica una tension de corte [Pa] en un barrido continuo que varia de 60 a
0 Pa durante un 1 minuto de acuerdo con un modulo lineal. Para el segmento descendiente, la tensién de corte [Pa]
se aplica en un barrido continuo que varia de 60 a 0 Pa durante 1 minuto de acuerdo con un modo lineal. Los valores
tenidos en cuenta son el area tixotropica (Pa/s) y el limite elastico (Pa); calculandose este ultimo de acuerdo con el
modelo de Casson.

De acuerdo con la presente invencioén, la viscosidad de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento
nutricional o complemento probiético, puede modificarse o0 modularse utilizando la bacteria acidolactica descrita en el
presente documento. Preferentemente, la viscosidad se aumenta.

Bacteriéfagos

Como se usa en el presente documento, el término “bacteriéfago” tiene su significado convencional como se
entiende en la técnica, es decir, un virus que infecta selectivamente una o mas bacterias. Muchos bacteriéfagos son
especificos de un género o de una especie o de una cepa de bacteria en particular.

El término “bacteriéfago” es sinénimo del término “fago”.
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El bacteriéfago puede ser un bacterioéfago litico o un bacteriéfago lisogénico.

Un bacteriofago litico es uno que sigue la ruta litica a través de la finalizacion del ciclo litico, en lugar de entrar en la
ruta lisogénica. Un bacteriéfago litico experimenta replicacion virica lo que conduce a la lisis de la membrana celular,
a la destruccion de la célula, y a liberacién de particulas de bacteriéfagos descendientes capaces de infectar a otras
células.

Un bacterioéfago lisogénico es uno que puede entrar en la ruta lisogénica, en la que el bacteriéfago se transforma en
una parte pasiva, inactiva, de todo el genoma de la célula antes de finalizar su ciclo litico.

Los bacteri6fagos pueden incluir, pero sin limitacion, bacteriéfagos que pertenecen a cualquiera de las siguientes
familias de virus: Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae, Microviridae, Myoviridae, Podoviridae,
Siphoviridae o Tectiviridae.

Ventajosamente, la bacteria acidolactica de acuerdo con la presente invencion es resistente a fagos.

Durante las 2 Ultimas décadas se ha recopilado una biblioteca de mas de mil fagos virulentos para cepas industriales
de S. thermophilus. Esta coleccion de fagos se estudi intensivamente y se establecio su espectro de hospedador.
Esto permitid la identificacion de un conjunto de 60 fagos representativo de todos los espectros de hospedadores
identificados dentro de la coleccién de fagos. Cada uno de estos fagos representativos se ensay6 en las cepas
DSMZ18344, CNCM 1-2423 y CNCM 1-2425 descritas en el presente documento. Se descubrié que la cepa CNCM
1-2423 era sensible a los fagos D4126 y D3215. Se descubrié que la cepa CNCMI-2425 era sensible al fago D4369.
Por el contrario, la cepa DSMZ-18344 de la presente invencion era resistente a todos los fagos representativos
ensayados.

En una realizacién, la bacteria acidolactica de la presente invencion es resistente al fago D4126 y/o D3215 y/o al
fago D4369.

En una realizacion, la bacteria acidolactica de acuerdo con la presente invencién es resistente a uno o mas
bacteriéfagos o0 a uno o mas conjuntos de bacteriéfagos. En otra realizacion, la bacteria acidolactica de acuerdo con
la presente invencion es resistente al mismo bacteriéfago que es resistente a las cepas CNCM 1-2423 y/o CNCM 1-
2425,

Locus CRISPR

Como se usa en el presente documento, la expresion “locus CRISP” se define como el segmento de ADN que
incluye todas las repeticiones CRISPR, comenzando con el primer nucleétido de primera repeticion CRISPR y
finalizando con el ultimo nucle6tido de la Gltima (terminal) repeticion CRISPR.

El locus CRISPR es una clase distinta de repeticiones de secuencias cortas (SSR, short sequence repeats)
intercaladas reconocida por primera vez en E. coli (Ishino et al. (1987) J. Bacteriol. 169:5429-5433; Nakata et al.
(1989) J. Bacteriol. 171:3553-3556). Se han identificado SSR intercaladas similares en Haloferax mediterranei,
Streptococcus pyogenes, Anabaena y Mycobacterium tuberculosis (Groenen et al. (1993) Mol. Microbiol. 10:1057-
1065; Hoe et al. (1999) Emerg. Infect. Dis. 5:254-263; Masepohl et al. (1996) Biochim. Biophys. Acta 1307:26-30;
Mojica et al. (1995) Mol. Microbiol.17:85-93). El loci CRISPR difiere de otras SSR por la estructura de las
repeticiones, que se han denominado repeticiones cortas regularmente espaciadas (SRSR, short regulary spaced
repeats) (Janssen et al. (2002) OMICS J. Integ. Biol. 6:23-33; Mojica et al. (2000) Mol. Microbiol. 36:244-246). Las
repeticiones son elementos cortos que se producen en grupos, que siempre estan regularmente espaciadas por
secuencias intervinientes Unicas con una longitud constante (Mojica et al. (2000) Mol. Microbiol. 36:244-246).
Aungue las secuencias repetidas estdn muy conservadas entre las cepas, el nimero de repeticiones intercaladas y
las secuencias de las regiones espaciadoras se diferencien de una cepa a otra (van Embden et al. (2000) J.
Bacteriol. 182:2393-2401).

Las caracteristicas estructurales comunes del locus CRISPR se describen en Jansen et al. (2002) como (i) la
presencia de multiples repeticiones directas cortas, que no muestran 0 muestran muy poca variacion de secuencia
en un locus determinado; (ii) la presencia de secuencias espaciadoras no repetitivas entre las repeticiones de
tamafo similar; (iii) la presencia de una secuencia lider comin de unos pocos cientos de pares de bases en la
mayoria de las especies que llevan loci CRISPR mudltiples; (iv) la ausencia de fases de lectura abierta largas en el
locus; y (v) la presencia de uno o mas genes cas.

Las repeticiones CRISPR son tipicamente secuencias palindrémicas parcialmente cortas de 24-40 pb que contienen
repeticiones invertidas internas y terminales de hasta 11 pb. Aunque se han detectado elementos aislados,
generalmente se disponen en grupos (de hasta aproximadamente 20 o mas por genoma) de unidades repetidas
espaciadas por secuencias intervinientes Unicas de 20-58 pb. Las repeticiones CRISPR son generalmente
homogéneas en un genoma determinado siendo la mayoria de ellas idénticas. Sin embargo, hay ejemplos de
repeticiones que son generalmente homogéneas dentro de un genoma determinado. Sin embargo, hay ejemplos de
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heterogeneidad, por ejemplo, en las Archaea (arqueas) (Mojica et al. 2000).
Ventajosamente, el locus CRISPR puede utilizarse para tipificar y/o explorar bacterias.

Como apreciara el experto en la materia, hay numerosos métodos diferentes para explorar/tipificar una bacteria. En
este aspecto, se exponen numerosos métodos, por ejemplo, en J. Sambrook, E. F. Fritsch, y T. Maniatis, 1989,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Ediciéon, Books 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press;
Ausubel, F. M. et al. (1995 and periodic supplements; Current Protocols in Molecular Biology, cap. 9, 13, and 16,
John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing:
Essential Techniques, John Wiley & Sons; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach,
Irl Press; y, D. M. J. Lilley y J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis and
Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press.

En una realizacién se utiliza la amplificacion.
Por "amplificacion" se entiende la produccion de copias adicionales de una secuencia de acido nucleico.

Las técnicas de amplificacion incluyen, pero sin limitacién, métodos generalmente clasificados como métodos de
amplificacién por ciclado térmico y métodos de amplificacion isotérmica

Los métodos de ciclado térmicos adecuados incluyen, por ejemplo, la reaccion en cadena de la ligasa (Genomics
4:560, (1989); y Science 241: 1077 (1988)), la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (como se describe en los
documentos US 4.683.195; US 4.683.202 y US 4.965.188) y la PCR en tiempo real; la reaccion en cadena de la
ligasa y polimerasa (PCR Methods and Applic. (1991) 1:5-16); la LCR con huecos (Gap) (documento WO 90/01069);
la reaccion de reparacion de cadenas (documento EP 439,182); y 3SR (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1989) 86:1173-
1177; Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1990) 87:1874-1878; y el documento WO 92/0880). Los métodos de
amplificacién isotérmica incluyen, por ejemplo, amplificacion con desplazamiento de cadena (SDA) (Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 89:392-396 (1992)), Q-beta-replicasa (Bio/Technology 6:1197-1202 (1988)); amplificacién de secuencia
basada en acidos nucleicos (NASBA) (Bio/Technology 13:563-565 (1995)); y replicacion de secuencia autosostenida
(Proc. Nat. Acad. Sci. USA 87:1874-1878 (1990)).

En una realizacion preferida de la presente invencion, el método de amplificacion es la PCR. Este método se lleva a
cabo generalmente utilizando tecnologias de PCR muy conocidas en la técnica (Dieffenbach and Dveksler (1995)
PCR Primer, a Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press, Plainview, Nueva York).

Como se sabe bhien en la técnica, para amplificar una secuencia deseada pueden disefiarse cebadores
oligonucleotidicos para su uso en las realizaciones de amplificacion.

Por “cebador” se entienden oligonucleétido, ya sea de origen natural como en una digestion de restriccion purificada
0 ya sea producido sintéticamente, que puede actuar como un punto de inicio de sintesis cuando se coloca en
condiciones en las que se induce la sintesis de un producto de extensidon cebador que es complementario a una
cadena de acido nucleico (es decir, en presencia de nucleétidos y de un agente inductor- tal como ADN polimerasa y
a una temperatura y a un pH adecuados). Preferentemente el cebador es monocatenario para obtener una eficiencia
maxima en la amplificaciéon, pero como alternativa puede ser bicatenario. Si es bicatenario, el cebador se trata
primero para separar sus cadenas antes de utilizarse para preparar los productos de extension. Preferentemente, el
cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser lo suficientemente largo como para cebar la sintesis
de los productos de extension en presencia del agente inductor. Las longitudes exactas de los cebadores
dependeran de muchos factores, incluyendo la temperatura, la fuente del cebador y el uso del método. Los
cebadores de la PCR tienen preferentemente una longitud de al menos aproximadamente 10 nucle6tidos (por
ejemplo, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 o 19 nucleétidos de longitud), y mas preferentemente una longitud de al
menos aproximadamente 20 nucledtidos.

En la técnica se conocen generalmente métodos para disefiar cebadores de PCR y clonacién de PCR y se desvelan
en Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Plainview, Nueva York). Véase también, Innis et al., eds. (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications (Academic Press, Nueva York); Innis y Gelfand, eds. (1995) PCR Strategies (Academic Press, Nueva
York); e Innis y Gelfand, eds. (1999) PCR Methods Manual (Academic Press, Nueva York). Los métodos de PCR
conocidos incluyen, pero sin limitacién, métodos que utilizan cebadores emparejados, cebadores anidados,
cebadores especificos sencillos, cebadores degenerados, cebadores especificos de genes, cebadores especificos
de vectores, cebadores parcialmente mal emparejados y similares.

Adecuadamente, una bacteria puede explorarse amplificando (por ejemplo, amplificando por PC) el locus CRISPR
(por ejemplo, CRISPR1) utilizando cebadores que se dirigen a tramos conservados dentro de la secuencia lider y
trailer (como se describe en et al., (2005) Microbiology 151 (8):2551-61).

Adecuadamente, una bacteria puede explorarse amplificando (por ejemplo, amplificando por PCR) partes
seleccionadas del locus CRISPR (por ejemplo, CRISPR1). En este sentido, se ha descubierto sorprendentemente
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que la cepa de Streptococcus thermophilus descrita en el presente documento carece de 5 espaciadores CRISPR en
comparacioén con, por ejemplo, la cepa CNCM 1-2425 de S. thermophilus y la cepa CNRZ385S de S. thermophilus.
En particular se ha descubierto que la cepa de Streptococcus thermophilus de la presente invencién carece del
primer, segundo, décimo, undécimo y duodécimo espaciador CRISPR1 desde el extremo 5’ del espaciador CRISPR
en comparacion con, por ejemplo, la cepa CNCM 1-2425 de S. thermophilus y la cepa CNRZ385 de S. thermophilus.
Como apreciara el experto en la técnica, esta propiedad de la cepa de Streptococcus thermophilus de la presente
invencion puede utilizarse ventajosamente para detectar esta cepa dado que se obtendran amplicones de diferente
longitud cuando se comparan con al menos la cepa CNCM 1-2425 de S. thermophilus y con la cepa CNRZ385 de S.
thermophilus. Asi, por ejemplo, podria disefiarse un primer cebador que se hibridase con la secuencia lider en el
extremo 5’ del locus CRISPR y podria disefiarse un segundo cebador que se hibridase aguas abajo de la segunda
secuencia espaciadora CRISPR ausente y/o aguas abajo del duodécimo espaciador CRISPR ausente en la cepa de
Streptococcus thermophilus de la presente invencion. Como un ejemplo adicional, podria disefiarse un primer
cebador que se hibridase aguas abajo de la segunda secuencia espaciadora CRISPR ausente y podria disefiarse un
segundo cebador que se hibridase aguas abajo del duodécimo espaciador ausente.

Preferentemente, dicha bacteria se explora utilizando cebadores oligonucleotidicos, que se hibridan especifica o
sustancialmente con dicha(s) secuencia(s) de nucleétidos como se describe en el presente documento.

En un aspecto, se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que comprende
el uso de un cebador oligonucleotidico que se hibrida especificamente con la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 19
o un homologo de la misma con al menos 75 % de identidad con la misma.

En un aspecto adicional, se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que
comprende el uso de cebadores oligonucleotidicos que flanquean espaciadores CRISPR que estan ausentes en la
cepa DSMZ-18344 de Streptococcus thermophilus.

En una realizacion, el cebador directo se hibrida con uno 0 mas de los espaciadores CRISPR1 marcados C, D, E, F,
G, H o | (véase la Figura 3). El cebador inverso se hibrida con uno o méas de los espaciadores CRISPR1 marcados
M, N, O, P, Q, o R (véase la Figura 3). Adecuadamente, los cebadores no se hibridan con el espaciador marcado
como S. Tipicamente, el fragmento amplificado sera aproximadamente mas corto de 200 pb con DSMZ18344 en
comparacion con las otras cepas descritas en el presente documento - tal como la cepa CNCM 1-2425.

En un aspecto adicional se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que
comprende el uso de un cebador oligonucleotidico directo que se hibrida con SEQ ID N.° 1 y un cebador
oligonucleatidico inverso que se hibrida con SEQ ID N.° 18.

En otro aspecto, se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que comprende
el uso de un cebador oligonucleotidico directo que se hibrida con SEQ ID N.° 1 y un cebador oligonucleotidico
inverso que se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.° 2, SEQ ID N.° 3, SEQ ID N.° 4, SEQ ID N.° 5, SEQ ID N.° 6,
SEQID N.°7, SEQ ID N.°8, SEQ ID N.°9, SEQ ID N.° 10, SEQ ID N.° 11, SEQ ID N.° 12, SEQ ID N.° 13, SEQ ID N.°
14, SEQ ID N.° 15, SEQ ID N.° 16 y/o SEQ ID N.° 17.

En otro aspecto, se proporciona in método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que comprende
el uso de un cebador oligonucleotidico directo que se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.° 2, SEQ ID N.° 3, SEQ ID
N.°4, SEQID N.°5, SEQ ID N.° 6, SEQ ID N.° 7, SEQ ID N.° 8 y un cebador oligonucleotidico inverso que se hibrida
con cualquiera de SEQ ID N.° 9, SEQ ID N.° 10, SEQ ID N.° 11, SEQ ID N.° 12, SEQ ID N.° 13, SEQ ID N.° 14, SEQ
ID N.° 15, SEQ ID N.° 16 y/o SEQ ID N.° 17.

En otro aspecto, se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que comprende
el uso de un cebador oligonucleotidico directo que se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.° 2, SEQ ID N.° 3, SEQ ID
N.©4, SEQ ID N.°5, SEQ ID N.° 6, SEQ ID N.° 7 y/o SEQ ID N.° 8 y un cebador oligonucleotidico inverso que se
hibrida con SEQ ID N.° 18.

En otro aspecto, se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que comprende
el uso de un cebador oligonucleotidico directo que se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.° 9, SEQ ID N.° 10, SEQ
ID N.° 11, SEQ ID N.° 12, SEQ ID N.° 13, SEQ ID N.° 14, SEQ ID N.° 15, SEQ ID N.° 16 y/o SEQ ID N.° 17 y un
cebador oligonucleotidico inverso que se hibrida con SEQ ID N.° 18.

Preferentemente, los cebadores oligonucleotidicos directos y/o inversos que se hibridan con SEQ ID N.° 15 y SEQ
ID N.° 16 no se utilizan.

El cebador oligonucleotidico inverso puede incluso hibridarse con una secuencia que esta aguas arriba de SEQ ID
N.° 2.

El cebador inverso puede incluso hibridarse con una secuencia que esta aguas abajo de SEQ ID N.° 18.
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Después de la amplificacion/deteccién, la secuencia amplificada puede identificarse utilizando diversos métodos
conocidos en la técnica.

Como ejemplo, la secuencia amplificada puede identificarse determinando el patrén de restriccion del producto de
amplificacion. Por consiguiente, una vez que el ADN se ha amplificado, este puede someterse a digestion (por
ejemplo, cortarse) con una o mas enzimas de restriccion.

Como se usa en el presente documento, la expresion “enzimas de restriccion” se refiere a enzimas (por ejemplo,
enzimas bacterianas), cada una de ellas cortando ADN bicatenario EN o cerca de una secuencia nucleotidica
especifica. Las enzimas de restriccién son muy conocidas en la materia y pueden obtenerse facilmente, por ejemplo,
a partir de una variedad de fuentes comerciales (por ejemplo, New England Biolabs, Inc., Beverly, Massachusetts).
De manera similar, los métodos de uso de las enzimas de restriccion también son en general muy conocidos y
habituales en la técnica. Pueden utilizarse enzimas de restriccion que producen entre 10 y 24 fragmentos de ADN
cuando cortan el locus CRISPR o una parte del mismo. Los fragmentos de ADN obtenidos utilizando enzimas de
restriccion pueden detectarse, por ejemplo, como bandas mediante electroforesis en gel. Las enzimas de restriccion
pueden utilizarse para crear Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP, restriction fragment
length polymorphisms).

Los RFLP se generan por corte (“restriccion”) de una molécula de ADN con una endonucleasa de restriccion. Se han
aislado varios centenares de dichas enzimas, fabricadas de manera natural por bacterias. En esencia, las bacterias
utilizan dichas enzimas como un sistema de defensa, para reconocer y después escindir (restringir) cualquier
molécula de ADN extrafia que pueda entrar en la célula bacteriana (por ejemplo, una infeccion virica). Se ha
descubierto que cada uno de los varios centenares de diferentes enzimas de restriccion corta (es decir, “escinde” o
“restringe”) ADN en una secuencia diferente de los 4 nucleétidos basicos (A, T, G, C) que constituyen todas las
moléculas de ADN, por ejemplo, una enzima podria reconocer especifica y Unicamente la secuencia A-A-T-G-A-C,
mientras que otra podria reconocer especifica y Unicamente la secuencia G-T-A-C-T-A, etc. Dependiendo de la
enzima unica implicada, la longitud de dichas secuencias de reconocimiento puede variar, desde solo 4 nucleétidos
a tanto como 21 nucleétidos. Cuanto mayor sea la secuencia de reconocimiento, menor sera el numero de
fragmentos de restriccion, ya que cuanto mayor sea el sitio de reconocimiento, menor sera la probabilidad de que se
encuentre repetidamente en todo el ADN.

Como ejemplo adicional, la secuencia amplificada puede identificarse determinando o también determinando la
diferencia en tamafio del producto de amplificacion, como se describe anteriormente.

La separacién puede realizarse mediante cualquier método adecuado para separar ADN, incluyendo, pero sin
limitacion, electroforesis en gel, cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), espectroscopia de masas, y el uso
de un dispositivo microfluidico. En una realizacion, los productos de amplificaciéon o fragmentos de ADN se separan
mediante electroforesis en gel de agarosa. La electroforesis en gel separa moléculas cargadas de diferentes
tamafios por su velocidad de desplazamiento a través de un gel estacionario bajo la influencia de una corriente
eléctrica. Estos productos de amplificacion o fragmentos de ADN separados pueden visualizarse facilmente, por
ejemplo, mediante tincién con bromuro de etidio y observando el gel con luz UV. El patrén de las bandas refleja los
tamarnos del ADN digerido con enzimas de restriccion o los productos de amplificacion.

Como ejemplo adicional, la secuencia amplificada puede identificarse secuenciando los productos de amplificacion.

La secuencia de los productos amplificados puede obtenerse mediante cualquier método conocido en la técnica
incluyendo, métodos de secuenciacion automaticos y manuales. Véase, 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).

Preferentemente, la Streptococcus thermophilus que se identific6 de acuerdo con los métodos de la presente
invencion tiene sustancialmente las mismas caracteristicas que la cepa de Streptococcus thermophilus depositada
en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124
Braunschweig) con el nimero de depésito 18344 el 14 de junio del 2006. En el contexto de la presente invencion, la
frase “sustancialmente las mismas caracteristicas” significa que la cepa de Streptococcus thermophilus tiene una o
mas (preferentemente todas) de las caracteristicas de la cepa de Streptococcus thermophilus depositada en la
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124
Braunschweig) con el nimero de depdsito 18344 el 14 de junio del 2006.

Adecuadamente, la Streptococcus thermophilus que se identificd es una bacteria acidolactica de acidificacion rapida;
ylo el Streptococcus thermophilus que se identificé genera una viscosidad en leche fermentada mayor de
aproximadamente 62 Pa.s, preferentemente de aproximadamente 68 Pa.s; y/o la Streptococcus thermophilus que se
identificé es resistente a fagos; y/o la Streptococcus thermophilus que se identificd pertenece al grupo genético
CL0189; y/o la Streptococcus thermophilus que se identific6 comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 20;
y/o la Streptococcus thermophilus que se identific6 comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 19 o una
variante, un fragmento, un homoéloga o un derivado de la misma.
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Orientacion de CRISPR
Para evitar dudas, en el contexto de la presente invencion el locus CRISPR se orient6 de la siguiente manera.

La secuencia lider CRISPR es un segmento de ADN conservado de tamafio definido. Por ejemplo, la secuencia lider
de CRISPR1 de S. thermophilus LMG18311 (Acceso CP000024) es el segmento de ADN que comienza
inmediatamente después del codon de terminacion del gen stu0660, y acaba justo antes de la primera repeticién. La
secuencia lider CRISPR se localiza en el extremo 5 del locus CRISPR. La secuencia lider CRISPR se localiza
inmediatamente aguas arriba de la primera repeticion CRISPR del locus CRISPR.

La secuencia trailer CRISPR es un segmento de ADN conservado de tamafio definido. Por ejemplo, la secuencia
trailer de CRISPR1 de S. thermophilus LMG18311 (Acceso CP000024) es el segmento de ADN que comienza
inmediatamente después de la repeticién terminal, y acaba justo antes del codén de terminacién del gen stu0661
(localizado en la cadena de ADN opuesta). La secuencia trailer CRISPR se localiza en el extremo 3’ del locus
CRISPR. La secuencia trailer CRISPR se localiza inmediatamente aguas abajo de la repeticién terminal.

Como ejemplo, las secuencias lider CRISPR y trailer CRISPR en el locus CRISPR1 de la cepa CNRZ1066 de
Streptococcus thermophilus son:

Secuencia Lider CRISPR
5'-CAAGGACAGTTATTGATTTTATAATCACTATGTGGGTATAAAAACGTCAAAATTTCATTTGAG-3

Secuencia Trailer CRISPR
5-TTGATTCAACATAAAAAGCCAGTTCAATTGAACTTGGCTTT-3’

La secuencia lider CRISPR se corresponde con las posiciones 625038 a 625100, y la secuencia trailer CRISPR se
corresponde con las posiciones 627845 a 627885 en el genoma completo (CP000024) de Streptococcus
thermophilus.

Para evitar dudas “aguas arriba” significa en la direccién 5’ y “aguas abajo” significa en la direccién 3'.
EPS

Se sabe que las bacterias lacticas pueden producir dos clases de polisacaridos en su medio de cultivo, en concreto
homopolisacaridos tales como dextranos o levanos, que constan del conjunto repetido de un solo azlcar, y
heteropolisacaridos normalmente denominados exopolisacaridos o EPS (EPS es la abreviatura del término
"exopolisacarido") que constan del conjunto de diversos azlcares diferentes que forman una unidad de repeticion
(Cerning J., Bacteries lactiques, [Lactic bacteria], Vol I, by de Roissart H and Luquet F. M., Lorica, 309-329, 1994).

Una bacteria lactica que produce un EPS puede otorgar un caracter viscoso y/o una textura suave y cremosa a una
leche acidificada (Cerning et al., FEMS Microbiol., 87, 113-130, 1990). Los EPS también pueden presentar
actividades biol6gicas, tales como, por ejemplo, actividades antitumorales o probidticas, que son especialmente
ventajosas para la salud humana o animal (Oda M. et al., Agric. Biol. Chem., 47, 1623-1625, 1983; EP94870139.6).

En S. thermophilus se han caracterizado distintos grupos de genes de EPS. La distribucion de genes reguladores y
estructurales dentro de cada uno de estos grupos muestra una organizacién modular que esta conservada en otras
Streptococcus spp. Aunque la funcién de la mayoria de los genes (normalmente denominados eps o cps) y de los
productos génicos relacionados con los EPS esta Unicamente deducida a partir de homologias estructurales y
secuenciales, la regidon 5’ de cada grupo parece codificar proteinas implicadas en la regulaciéon de la sintesis de
EPS, en la determinacion de la longitud de la cadena y en la translocacion de membrana. Estas fases de lectura
abierta van seguidas de genes que codifican la glucosil-1-fosfato transferasa y glucosiltransferasas necesarias para
el ensamblaje de la unidad de repeticion basica, y enzimas implicadas en la polimerizacion de unidades de
repeticion. Finalmente, el extremo 3’ de estos grupos contiene tipicamente genes para proteinas adicionales
implicadas en la translocaciéon de las subunidades poliméricas en la membrana, y enzimas necesarias para la
produccion de precursores nucleotidicos de azucar (por ejemplo, N-acetil-D-galactosamina; que son Unicos para los
EPS (es decir, no encontrados en otros polimeros celulares).

Los cuatro primeros genes en la regién 5 de los grupos eps de S. thermophilus, epsA-D, que estan muy
conservados entre estas y otras Streptococcus spp EPS’, parecen contribuir a las funciones de regulacién (epsA y
epsB), polimerizacion (epsC) y translocacion de membrana (epsD) para la sintesis de EPS. El epsE codifica una
glucosil-1-fosfato transferasa que cataliza la primera etapa en el ensamblaje de la unidad de repeticion basica de
EPS: adicion de hexosa-1-fosfato al transportador de lipido fosfato. Los genes aguas abajo de epsE parecen
codificar glucosiltransferasas, funciones de exportacion/polimerizacion, biosintesis de azlcar, y algunas enzimas
cuya funcion se desconoce. En S. thermophilus y en otras bacterias acidolacticas se han identificado genes que
codifican una variedad de glucosiltransferasas.
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La bacteria acidolactica de acuerdo con la presente invencion comprende un grupo de genes EPS que comprende la
secuencia expuesta en SEQ ID N.° 20 o una variante, un fragmento, un homoélogo o un derivado de la misma.

Sorprendentemente la bacteria acidolactica descrita en el presente documento tiene una similitud de secuencia eps
alta con S. thermophilus CNCM 1-2425 desde el inicio de la secuencia del grupo de genes eps hasta
aproximadamente la posicion 3900 (es decir, en el gen epskE) y una similitud de secuencia eps alta con S.
thermophilus CNCM 1-2423 desde aproximadamente la posicién 3900 hasta el extremo de la secuencia.

HIBRIDACION

La presente invencion también incluye secuencias que son complementarias a las secuencias de la presente
invencion o secuencias que pueden hibridarse bien con las secuencias de la presente invencion o con secuencias
gue son complementarias a las mismas.

El término “hibridacion” como se usa en el presente documento incluird “el proceso mediante el cual una cadena de
acido nucleico se une con una cadena complementaria mediante emparejamiento de bases” asi como el proceso de
amplificacidn realizado con tecnologias de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La presente invencién también incluye el uso de secuencias de nucleétidos que pueden hibridarse con las
secuencias que son complementarias a las secuencias en cuestion analizadas en el presente documento, o con
cualquier derivado, fragmento o derivado de las mismas.

La presente invencion también incluye secuencias que son complementarias a secuencias que pueden hibridarse
con las secuencias de nucleétidos analizadas en el presente documento.

Las condiciones de hibridacion se basan en la temperatura de fusién (Tf) del complejo de unién al nucleétido, como
ensefian Berger y Kimmel (1987, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Vol. 152,
Academic Press, San Diego CA), y confieren una “rigurosidad” definida como se explica mas adelante.

Tipicamente, la rigurosidad maxima se produce a una Tf de aproximadamente 5 °C (5 °C por debajo de la Tf de la
sonda); la rigurosidad alta a aproximadamente de 5 °C a 10 °C por debajo de la Tf; la rigurosidad intermedia a
aproximadamente de 10 °C a 20 °C por debajo de la Tf y la rigurosidad baja a aproximadamente de 20 °C a 25 °C
por debajo de la Tf. Como entenderan los expertos en la técnica, para identificar o detectar secuencias de
nucleétidos idénticas puede utilizarse una hibridacion de rigurosidad maxima, mientras que para identificar o detectar
secuencias de polinucleétidos similares o relacionadas puede utilizarse una hibridacion de rigurosidad intermedia (o
baja).

Preferentemente, la presente invencion incluye secuencias que son complementarias a secuencias que pueden
hibridarse en condiciones de rigurosidad alta o en condiciones de rigurosidad intermedia con secuencias de
nucleétidos que codifican polipéptidos que tienen las propiedades especificas como se define en el presente
documento.

Mas preferentemente, la presente invencién incluye secuencias que son complementarias a secuencias que pueden
hibridarse en condiciones de rigurosidad alta (por ejemplo, 65 °C y 0,1xSSC {1xSSC = NacCl 0,15 M, citrato de sodio
0,015 M pH 7,0}) con secuencias de nucleétidos que codifican polipéptidos que tienen las propiedades especificas
como se define en el presente documento.

La presente invencidn también se refiere a secuencias de nucleétidos que pueden hibridarse con las secuencias de
nucleétidos analizadas en el presente documento (incluyendo las secuencias complementarias de las analizadas en
el presente documento).

La presente invencién también se refiere a secuencias de nucleétidos que son complementarias a secuencias que
pueden hibridarse con las secuencias de nuclettidos analizadas en el presente documento (incluyendo las
secuencias complementarias de las analizadas en el presente documento).

También se incluyen dentro del alcance de la presente invencién, secuencias de polinucleétidos que pueden
hibridarse con las secuencias de nucleétidos analizadas en el presente documento en condiciones de rigurosidad
intermedia a méaxima.

En un aspecto preferido, la presente invenciéon cubre secuencias de nucleétidos que pueden hibridarse con las
secuencias de nucledtidos analizadas en el presente documento, o con el complemento de las mismas, en
condiciones rigurosas (por ejemplo, 50 °C y 0,2xSSC).

En un aspecto mas preferido, la presente invencion cubre secuencias de nucleétidos que pueden hibridarse con las

secuencias de nucleétidos analizadas en el presente documento, o con el complemento de las mismas, en
condiciones de rigurosidad alta (por ejemplo, 65 °C y 0,1xSSC).
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SUSTANCIALMENTE

Adecuadamente, los cebadores oligonucleotidicos descritos en el presente documento se emparejan
sustancialmente o se hibridan sustancialmente con su &cido nucleico respectivo. Esto significa que un
oligonucledtido — tal como un cebador — debe ser suficientemente complementario para hibridarse o emparejarse
con su acido nucleico respectivo.

La secuencia oligonucleotidica no debe reflejar necesariamente la secuencia exacta de su acido nucleico respectivo,
y puede, de hecho, estar “degenerada”. Las bases u otras secuencias no complementarias pueden intercalarse en el
oligonucleétido o acido nucleico, siempre que la secuencia oligonucleotidica tenga suficiente complementariedad con
la secuencia para permitir la hibridacién. Por tanto, como ejemplo, pueden seleccionarse cebadores que se utilizan
para la amplificacién por PCR para que sean “sustancialmente” complementarios a la secuencia especifica que va a
amplificarse.

CULTIVOS INICIADORES

Los cultivos iniciadores se utilizan ampliamente en la industria alimentaria en la fabricacion de productos (por
ejemplo, productos fermentados) incluyendo productos lacteos — tales como yogur y queso.

Los cultivos iniciadores que se utilizan en la fabricacion de muchas leches fermentadas, queso y productos de
mantequilla incluyen cultivos de bacterias, generalmente clasificados como bacterias acidolacticas. Dichos cultivos
iniciadores bacterianos confieren caracteristicas especificas a diversos productos lacteos realizando diversas
funciones.

Los cultivos de bacterias no concentrados comerciales se denominan en la industria ‘cultivos madre’ y se propagan
en el sitio de produccion, por ejemplo, un lacteo, antes de afiadirse a un material de partida comestible, tal como
leche, para la fermentacion. El cultivo iniciador propagado en el sitio de produccion para la inoculaciéon en un material
de partida comestible se denomina “iniciador a granel”.

El cultivo iniciador bacteriano puede consistir en la bacteria acidolactica descrita en el presente documento, es decir,
un cultivo puro. En este caso, sustancialmente, toda, o al menos una parte significativa del cultivo iniciador
bacteriano comprendera generalmente la misma bacteria.

En la alternativa, el cultivo iniciador puede comprender diversas cepas bacterianas, es decir, puede ser un cultivo
mixto definido.

Por ejemplo, el cultivo iniciador puede ser adecuado para su uso en la industria lactea. Cuando el cultivo iniciador se
utiliza en la industria lactea, éste puede comprender adicionalmente especies de bacterias acidolacticas, una
especie de Bifidobacterium, una especie de Brevibacterium y/o una especie de Propionibacterium.

Los cultivos de bacterias acidolacticas se utilizan habitualmente en la fabricacion de productos lacteos fermentados —
tales como suero de mantequilla, yogur o nata agria de soja, y en la fabricacion de mantequilla y queso, por ejemplo,
Brie o Harvati.

Las bacterias acidolacticas adecuadas incluyen cepas habitualmente utilizadas de una especie de Lactococcus, de
una especie de Streptococcus, de una especie de Lactobacillus, incluyendo Lactobacillus acidophilus, especies de
Enterococcus, especies de Pediococcus, especies de Leuconostoc y especies de Oenococcus 0 combinaciones de
las mismas.

Las especies de Lactococcus incluyen la ampliamente utilizada Lactococcus lactis, incluyendo Lactococcus lactis
subsp. Lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris.

Otras especies de bacterias acidolacticas incluyen Leuconostoc sp., Streptococcus thermophilus, Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus helveticus. Los cultivos mesofilos de bacterias acidolacticas se utilizan
habitualmente en la fabricacion de productos lacteos fermentados, tales como suero de mantequilla, yogur o nata
agria, y en la fabricacion de mantequilla y queso, por ejemplo, Brie o Harvati. Ademas, pueden afiadirse cepas
probidticas tales como Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei durante dicha fabricacion
para potenciar el sabor o favorecer la salud.

Como cultivos de bacterias acidolacticas habitualmente utilizados en la fabricacion de quesos cheddar y Monterey
Jack se incluyen, Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp.
cremoris 0 sus combinaciones.

Como cultivos termofilos de bacterias acidolacticas habitualmente utilizados en la fabricacion de quesos italianos

tales como pasta hilada o parmesano, se incluyen Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus. Otras especies de Lactobacillus — tales como Lactobacillus helveticus — pueden afiadirse durante la
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fabricacion para obtener un sabor deseado.

La seleccién de organismos para el cultivo iniciador de la invencién dependera del tipo de producto particular que se
vaya a preparar y a tratar. Por tanto, por ejemplo, para la fabricacion de queso y mantequilla, en general se utilizan
cultivos mesdéfilos de especies de Lactococcus, especies de Leuconostoc y especies de Lactobacillus, mientras que
para el yogur y otros productos lacteos fermentados, se utilizan tipicamente cepas termdfilas de especies de
Streptococcus y de Lactobacillus.

El cultivo iniciador puede ser incluso un cultivo iniciador deshidratado.

El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador concentrado.

El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador concentrado que se utiliza en la inoculacion directa.

El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador congelado.

PREPARACION DE CULTIVOS INICIADORES

Los cultivos iniciadores pueden prepararse mediante técnicas bien conocidas en la materia, tales como las
desveladas en el documento US 4.621.058. Como ejemplo, los cultivos iniciadores pueden prepararse introduciendo
un inéculo, por ejemplo, una bacteria, en un medio de cultivo para producir un medio inoculado y la maduracién del
medio inoculado para producir un cultivo iniciador.

Preparacion de cultivos iniciadores deshidratados

Los cultivos iniciadores deshidrataos pueden preparase mediante técnicas bien conocidas en la materia, tales como
las desveladas en los documentos US 4.423.079 y US 4.140.800.

Los cultivos iniciadores deshidratados para su uso en la presente invencion pueden estar en forma de preparaciones
sélidas. Como ejemplos de preparaciones sélidas se incluyen, pero sin limitaciéon, comprimidos, bolitas, capsulas,
espolvoreos, granulos y polvos que pueden humedecerse, secarse por pulverizacién, secarse por congelacién o
liofilizarse.

Los cultivos iniciadores deshidratados para su uso en la presente invencion pueden estar en forma de bolita
congelada o en forma de polvo criodesecado. Los cultivos iniciadores deshidratados en forma de bolita congelada o
polvo criodesecado pueden preparase de acuerdo con los métodos conocidos en la materia.

Los cultivos iniciadores para su uso en la presente invencion pueden estar en forma de concentrados que
comprenden una concentracion sustancialmente alta de una o mas bacterias. Preferentemente, los concentrados
pueden diluirse con agua o resuspenderse en agua o en otros diluyentes adecuados, por ejemplo, un medio de
cultivo apropiado o aceites minerales o0 vegetales para su uso en la presente invencion. Los cultivos iniciadores
deshidratados de la presente invencion en forma de concentrados pueden prepararse de acuerdo con los métodos
conocidos en la materia, por ejemplo, por centrifugacion, filtracién o una combinacién de dichas técnicas.

PRODUCTO

De acuerdo con la presente invencion se contempla cualquier producto, que se prepare a partir de, que contenga o
gue comprenda, una bacteria acidolactica.

Los productos adecuados incluyen, pero sin limitacién, un alimento, un producto alimentario, un aditivo alimentario,
un complemento alimentario, un pienso, un complemento nutricional, un complemento probiético, un producto
cosmeético o un producto farmacéutico.

Estos incluyen, pero sin limitacion, frutas, legumbres, cultivos forrajeros y verduras incluyendo productos derivados,
grano y productos derivados de grano, alimentos lacteos y productos derivados de alimentos lacteos, carne, aves de
corral y marisco.

El término “alimento” se utiliza en un sentido amplio e incluye piensos, productos alimentarios, ingredientes
alimentarios, complementos alimentarios y alimentos funcionales. En el presente documento, el término “alimento”
se utiliza en un sentido amplio - e incluye alimento para seres humanos, asi como alimento para animales (es decir,
un pienso). En un aspecto preferido, el alimento es para consumo humano.

Como se usa en el presente documento, la expresion “ingrediente alimentario” incluye una formulacién, que se

afiade o que puede afadirse a los alimentos e incluye formaciones que pueden utilizarse a bajos niveles en una
amplia variedad de productos que requiere, por ejemplo, la acidificacion o emulsificacién.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2610811 T3

Como se usa en el presente documento, la expresion “alimento funcional” significa un alimento que puede
proporcionar no solo un efecto nutricional y/o un sabor agradable, sino que también puede proporcionar un efecto
beneficioso adicional al consumidor. Aunque no hay una definicion legal de un alimento funcional, la mayor parte de
las personas con un interés en este campo estan de acuerdo en que hay alimentos comerciales que tienen efectos
especificos para la salud.

Las bacterias descritas en el presente documento pueden ser - 0 pueden afiadirse a - un ingrediente alimentario, un
complemento alimentario, o un alimento funcional.

El alimento puede estar en forma de una solucién o de un sélido - dependiendo del uso y/o del modo de aplicacion
y/o del modo de administracion.

Las bacterias descritas en el presente documento pueden utilizarse en la preparacion de productos alimentarios
tales como uno o mas de: productos de confiteria, productos lacteos, productos carnicos, productos avicolas,
productos del mar y productos de panaderia.

Como ejemplo, las bacterias que pueden utilizarse como ingredientes en refrescos, zumos de fruta o una bebida que
contenga proteina de suero, tés naturales, bebidas de cacao, bebidas lacteas y bebidas que contengan bacterias
acidolacticas, yogur, yogur bebible y vino.

La presente invencién también proporciona, en un aspecto adicional, un método para preparar un alimento, aditivo
alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiético, comprendiendo el método mezclar la
bacteria acidolactica de acuerdo con la presente invenciéon, con un alimento, aditivo alimentario, pienso,
complemento nutricional, complemento probiético y/o ingrediente alimentario o para pienso (tal como un material de
partida para un alimento).

Preferentemente, un alimento como se describe en el presente documento, es un producto lacteo. Mas
preferentemente, un producto lacteo como se describe en el presente documento, es uno o mas de: un yogur, un
gueso (tal como un requesoén acido, un queso duro, un queso semiduro, un queso fresco), un suero de mantequilla,
una cuajada, una crema acida, un kéfir, una bebida basada en suero fermentado, un kumis, una bebida lactea, una
bebida de yogur, una leche fermentada, una crema madura, un queso, un queso fresco, una leche, un filtrado de
producto lacteo, un queso procesado, un postre de crema, o leche para lactantes.

Preferentemente, un alimento como se describe en el presente documento, es un producto alimentario fermentado.
Mas preferentemente, un alimento como se describe en el presente documento, es un producto lacteo fermentado —
tal como una bebida lactea, una bebida de yogur, una leche fermentada, una crema madura, un queso, un queso
fresco, un filtrado de producto lacteo, un queso procesado, un postre de crema, o leche para lactantes.

Preferentemente, el producto lacteo de acuerdo con la invencion comprende leche de origen animal y/o vegetal.

Por leche se entiende que se refiere a la leche de origen animal, tal como de vaca, cabra, oveja, bufala, cebra,
caballo, burra o camello, y similar. La leche puede estar en estado natural, puede ser leche reconstituida, leche
descremada o leche complementada con compuestos necesarios para el crecimiento de las bacterias o para el
procesamiento posterior de leche fermentada, tal como grasa, proteinas de un extracto de levadura, peptona y/o un
tensioactivo, por ejemplo. El término leche también se aplica a lo que normalmente se denomina leche vegetal, es
decir, extractos de soja de material vegetal, tal como plantas leguminosas (semilla de soja, guisante enano, lenteja y
similar) o semillas de aceite (colza, semilla de soja, sésamo, algoddn y similar), cuyos extractos contienen proteinas
en solucion o en suspension coloidal, que se han tratado o de otra manera, que pueden coagularse mediante accion
gquimica, mediante fermentacion acida y/o con calor. Finalmente, la palabra leche también indica mezclas de leches
animales y de leches vegetales.

En una realizacién, el término “leche” significa leche UHT comercial complementada con leche en polvo
semidescremada al 3 % (p/p), pasteurizada calentando durante 10 minutos +/- 1 minuto a 90 °C +/- 0,2 °C.

En un aspecto adicional se proporciona un método para preparar un producto lacteo fermentado en el que dicho
proceso comprende fermentar un sustrato lacteo en presencia de al menos la bacteria acidolactica, el cultivo o el
cultivo iniciador descritos en el presente documento. Preferentemente, el sustrato lacteo es leche. Preferentemente,
el sustrato lacteo comprende elementos soélidos. Preferentemente, los elementos solidos comprenden o constan de
frutos, productos de chocolate o cereales.

SECUENCIA

Para algunas realizaciones de la presente invencion, se prefiere que la secuencia sea una secuencia de acido
nucleico de origen natural.

La secuencia de acido nucleico puede ser ADN o ARN de origen genémico, sintético o recombinante, por ejemplo,
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ADNCc. La secuencia de nucleétidos puede ser bicatenaria o0 monocatenaria ya sea representando la cadena en
sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. Las secuencias de acido nucleico recombinantes pueden
prepararse utilizando técnicas de ADN recombinante, como se describe en el presente documento.

La secuencia de acido nucleico y los acidos nucleicos incluidos en la presente invencion, pueden aislarse o
purificarse sustancialmente. Por “aislarse” o “purificarse sustancialmente” se entiende que las moléculas de acido
nucleico, o fragmentos o variantes biolégicamente activos, homoélogos o derivados de los mismos, carecen
sustancial o esencialmente de componentes que normalmente se encuentran asociados con el acido nucleico en su
estado natural. Dichos componentes incluyen otro material celular, medios de cultivo de produccién recombinante y
diversos productos quimicos que se utilizan en la sintesis quimica de los acidos nucleicos.

Una secuencia de acido nucleico “aislada” o un acido nucleico “aislado” carece tipicamente de secuencias de acido
nucleico que flanquean el acido nucleico de interés en el ADN gendmico del organismo del cual se obtuvo el acido
nucleico (tales como las secuencias codificantes presentes en los extremos 5’ 0 3’). Sin embargo, la molécula puede
incluir algunas bases o restos adicionales que no afecten negativamente a las caracteristicas basicas de la
composicion.

En un aspecto, se proporciona la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID N.° 19 o fragmento, variante,
homélogo o derivado de la misma.

En un aspecto adicional, se proporciona la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 19 o un homdélogo de la misma con al
menos 75 % de identidad con la misma.

Adecuadamente, la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 19 o un homologo de la misma tiene al menos 75 % de
identidad con la misma, cuando se alinean los loci CRISPR de longitud completa.

VARIANTES/HOMOLOGOS/DERIVADOS/FRAGMENTOS

La presente invencién incluye el uso de variantes, homdlogos, derivados y fragmentos de secuencias de acido
nucleico.

El término “variante” se utiliza para referirse a una secuencia de nucleétidos de origen natural que difiere de una
secuencia de tipo silvestre.

El término “fragmento” indica que una secuencia de nucleétidos comprende una fraccién de una secuencia de tipo
silvestre. Puede comprender una o mas secciones de secuencias contiguas largas o una pluralidad de secciones
pequefias. Preferentemente, la secuencia comprende al menos 50 %, mas preferentemente al menos 65 %, mas
preferentemente al menos 80 %, mas preferentemente al menos 85 %, mas preferentemente al menos 90 %, mas
preferentemente al menos 95 %, mas preferentemente al menos 96 %, mas preferentemente al menos 97 %, mas
preferentemente al menos 98 %, mas preferente al menos 99 % de la secuencia de tipo silvestre.

Preferentemente, el fragmento conserva 50 %, mas preferentemente 60 %, mas preferentemente 70 %, mas
preferentemente 80 %, mas preferentemente 85 %, mas preferentemente 90 %, mas preferentemente 95 %, mas
preferentemente 96 %, mas preferentemente 97 %, mas preferentemente 98 %, o mas preferentemente 99 % de
actividad de la secuencia de nucle6tidos de tipo silvestre.

El fragmento puede ser un fragmento funcional.

Por un “fragmento funcional” de una molécula se entiende un fragmento que conserva o que 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 aproximadamente 25 %, 50 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % de la actividad bioldgica de la molécula intacta.

El término “homdlogo” significa una entidad que tiene una determinada homologia con las secuencias de nucle6tidos
objeto. En este caso, el término “homologia” puede equipararse con el de “identidad”.

En el presente contexto, se pretende que una secuencia homologa incluya una secuencia de nucleétidos, que pueda
ser al menos 60, 70, 75, 85 0 90 % idéntica, preferentemente al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la
secuencia objeto. Aunque la homologia también puede considerarse en términos de similitud, en el contexto de la
presente invencién se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

Las comparaciones de homologia pueden realizarse visualmente, o lo que es mas habitual, con programas de
comparacioén de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos disponibles en el comercio pueden
calcular el % de homologia entre dos 0 mas secuencias.

El % de homologia puede calcularse sobre secuencias contiguas. Esto recibe el nombre de alineamiento “sin
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huecos”. Tipicamente, dichos alineamientos sin huecos se realizan solo sobre un nimero relativamente corto de
restos.

La mayoria de los métodos de comparacion de secuencias se disefian para producir alineamientos 6ptimos que
tienen en cuenta posibles inserciones y deleciones sin penalizar indebidamente la puntacién de homologia total. Esto
se consigue insertando “huecos” en el alineamiento de la secuencia para tratar de maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan “penalizaciones por hueco” en cada hueco que aparece en el
alineamiento. Tipicamente se utilizan “costes de hueco afines” que imputan un coste relativamente alto por la
existencia de un hueco y una penalizacion mas pequefa por cada resto posterior en el hueco. Este es el sistema de
puntuacion de huecos que se utiliza mas habitualmente. Las penalizaciones altas por hueco produciran por supuesto
alineamientos optimizados con menor nimero de huecos. La mayoria de los programas de alineamiento permiten
modificar las penalizaciones por hueco. Sin embargo, se prefiere el uso de valores por defecto cuando se utiliza
dicho programa informatico para realizar comparaciones de secuencias. Por ejemplo, cuando se utiliza el paquete
informatico GCG de Wisconsin Bestfit la penalizacion por defecto de hueco para las secuencias de aminoacidos es
de -12 para un hueco y de -4 para cada extension.

Por lo tanto, el calculo del % de homologia maximo requiere en primer lugar la produccion de un alineamiento
Optimo, teniendo en cuenta las penalizaciones por hueco. Un programa informatico adecuado para realizar dicho
alineamiento es el paquete informatico CGC de Wisconsin Bestfit (University of Wisconsin, U.S.A.; Devereux et al.,
1984, Nucleic Acids Research 12:387). Como ejemplos de otros programas informaticos que pueden realizar
comparaciones de secuencias se incluyen, pero sin limitacion, el paquete informatico BLAST (véase, Ausubel et al.,
1999 ibid - capitulo 18), FASTA (Atschul et al., 1990, J. Mol. Biol., 403-410), la serie de herramientas de
comparacion GENEWORKS y CLUSTAL. Tanto BLAST como FASTA estan disponibles para bisquedas fuera de
linea y en linea (véase, Ausubel et al., 1999 ibid, pags. 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones, se
prefiere el uso del programa GCG de Bestfit. Una nueva herramienta, denominada secuencias BLAST 2 también se
encuentra disponible para la comparacion de secuencias de proteinas y de nucleétidos (véase, FEMS Microbiol Lett
1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8).

Aunque el % de homologia final puede medirse en términos de identidad, el propio proceso de alineamiento no esta
tipicamente basado en la comparacién por pares del todo o nada. En su lugar, generalmente se utiliza una matriz de
puntuacién de similitud a escala que asigna puntuaciones a cada comparacién por pares basandose en la similitud
quimica o en la distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz normalmente utilizada es la matriz BLOSUM62 — la
matriz por defecto de la serie de programas BLAST. Los programas GCG Wisconsin generalmente utilizan los
valores por defecto publicos o una tabla de comparacién de simbolos a medida, si se proporciona (véase manual del
usuario para detalles adicionales). Para algunas aplicaciones, se prefiere utilizar valores por defecto publicos para el
paquete informatico CGC, o en el caso de otros programas informaticos, la matriz por defecto - tal como
BLOSUM62.

Una vez que el programa informatico ha producido un alineamiento optimo, es posible calcular el % de homologia,
preferentemente el % de identidad de secuencia. El programa informatico tipicamente hace esto como parte de la
comparacion de secuencias y genera un resultado numérico.

Las penalizaciones por hueco deben utilizarse cuando se determina la identidad de secuencia, utilizandose después
preferentemente los siguientes parametros:

PARA BLAST

APERTURA DE HUECO | O

EXTENSION DE HUECO| 0

PARA CLUSTAL ADN PROTEINA

TAMANO DE PALABRA 2 1 Triple K
PENALIZACION POR HUECO | 10 10

EXTENSION DE HUECO 0,1 0,1

Las secuencias de nucle6tidos pueden incluir en las mismas nucleétidos sintéticos o0 modificados. En la técnica se
conocen diferentes tipos diversos de modificacion en oligonucleétidos. Estos incluyen esqueletos de metilfosfonato y
fosforotioato y/o la adicidon de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3’ y/o 5’ de la molécula. Para los fines
de la presente invencion, se entiende que las secuencias de nucleétidos pueden modificarse mediante cualquier
método disponible en la técnica. Dichas modificaciones pueden realizarse para potenciar la actividad o la vida util in
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vivo de las secuencias de nucleétidos Utiles en la presente invencion.
VECTOR

La(s) secuencia(s) de nuclettidos descrita(s) en el presente documento puede(n) presentarse en un vector. La
secuencia de nucleotidos puede estar unida operativamente a secuencias reguladoras, de tal manera que las
secuencias reguladoras puedan proporcionar la expresion de la secuencia de nucleétidos a través de un organismo
hospedador adecuado, es decir, el vector puede ser un vector de expresion.

La frase "vector de expresion” significa una construccién con capacidad de expresion in vitro o in vivo.

Preferentemente, el vector de expresion esta incorporado en el genoma del organismo. El término “incorporado”
preferentemente incluye la incorporacién estable en el genoma.

Los vectores pueden transformarse en una célula hospedadora adecuada, como se describe mas adelante, para
proporcionar la expresion de un polipéptido que tenga las propiedades especificas como se define en el presente
documento.

La eleccién del vector, por ejemplo, vector de plasmido, césmido, virus o fago, a menudo dependera de la célula
hospedadora en la que vaya a introducirse.

Los vectores pueden contener uno o0 mas genes marcadores de seleccion — tal como un gen que confiere resistencia
a antibioticos, por ejemplo, ampicilina, kanamicina, cloramfenicol o resistencia a tetraciclina. Como alternativa, la
seleccién puede realizarse por cotransformacion (como se describe en el documento W091/17243).

EL vector puede comprender adicionalmente una secuencia de nucleétidos que permite que el vector se replique en
la célula hospedadora en cuestién. Son ejemplos de dichas secuencias los origenes de replicacion de los plasmidos
pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, pAMBI y plJ702.

CONSTRUCCIONES

El término “construccion” - que es sindnimo de los términos “conjugado”, “casete” e “hibrido” - incluye una secuencia
de nucleétidos directa o indirectamente unida a un promotor. Un ejemplo de una union indirecta es el suministro de
un grupo espaciador adecuado, tal como una secuencia intrén, tal como el intrén Shilo el intrén ADH, de un
intermedio del promotor y de la secuencia de nucleétidos de la presente invenciéon. Esto mismo es cierto para el
término “fusionado” en relacion con la presente invencion, que incluye la unién directa o indirecta. En algunos casos,
los términos no incluyen la combinacién natural de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina normalmente
asociada con el promotor del gen de tipo silvestre y cuando ambos estan en su entorno natural.

La construccidon puede contener o expresar incluso un marcador, que permite la seleccion de la construccion
genética.

Para algunas aplicaciones, preferentemente la construccion comprende al menos una secuencia de nucle6tidos
unida operativamente a un promotor.

CELULAS HOSPEDADORAS

La expresion “célula hospedadora” incluye cualquier célula que comprenda una secuencia de nucleétidos, una
construccién o un vector.

Las células se seleccionaran para que sean compatibles con dicho vector y pueden ser, por ejemplo, células
procariotas (por ejemplo, bacterianas), fangicas, de levadura o vegetales. Preferentemente, las células
hospedadoras son células no humanas.

Son ejemplos de organismos hospedadores bacterianos adecuados las bacterias positivas gram negativas o las
bacterias gram positivas.

TECNICAS GENERALES DE METODOLOGIA DE ADN RECOMBINANTE

La presente invencion emplea, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de bioquimica, biologia
molecular, microbiologia y de ADN recombinante, que se incluyen en las habilidades de un experto habitual en la
técnica. Dichas técnicas se explican en la bibliografia. Véase, por ejemplo, J. Sambrook, E. F. Fritsch, y T. Maniatis,
1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion, Books 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press;
Ausubel, F. M. et al. (1995 and periodic supplements; Current Protocols in Molecular Biology, c. 9, 13 y 16, John
Wiley & Sons, New York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing: Essential
Techniques, John Wiley & Sons; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, Irl Press;
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y, D. M. J. Lilley and J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis and Physical
Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press.

ASPECTOS ADICIONALES

En un aspecto adicional, se proporciona una bacteria acidolactica que comprende la secuencia expuesta en SEQ ID
N.° 20 o una variante, fragmento, homélogo o derivado de la misma, preferentemente, un homélogo de la misma con
al menos 99 % de identidad con la misma.

En un aspecto adicional, se proporciona una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia expuesta en
SEQ ID N.° 20 o una variante, fragmento, homdlogo o derivado de la misma, preferentemente, un homoélogo de la
misma con al menos 99 % de identidad con la misma.

En un aspecto adicional, se proporciona un método para identificar una bacteria acidolactica que comprende la etapa
de explorar una bacteria para determinar la secuencia expuesta en SE ID N.° 20 o una variante, fragmento,
homélogo o derivado de la misma, preferentemente, un homélogo de la misma con al menos 99 % de identidad con
la misma.

En un aspecto adicional, se proporciona un microorganismo, una cepa de Streptococcus thermophilus depositada
segun el tratado de Budapest por Danisco Deutschland Niebull GmbH, Buch-Johannsen Strasse.1, Niebull -D-25899,
Alemania en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D
- 38124 Braunschweig) con el nimero de depésito 18344 el 14 de junio del 2006 o un mutante o variante de la
misma que tiene una o0 mas de las caracteristicas de la cepa de Streptococcus thermophilus depositada

Adicionalmente, la invencién se describira ahora con Ejemplos con la intencién de ayudar al experto habitual en la
técnica a llevar a cabo la invencién y de ningiin modo pretender limitar el alcance de la misma.

Ejemplos

Ejemplo 1

Streptococcus thermophilus DSMZ-18344 es un acidificador rapido de la leche.

La velocidad de acidificacién de la leche durante el proceso de fermentacion es de -0,0153 upH/min, en comparacion
con -0,0129 upH/min, -0,0167 upH/min y -0,0209 upH/min de Streptococcus thermophilus CNCM 1-2423,
Streptococcus thermophilus CNCM 1-2980 y Streptococcus thermophilus CNCM 1-2425, respectivamente.

Ejemplo 2

Streptococcus thermophilus DSMZ-18344 genera leche fermentada con una viscosidad superior.

Las leches fermentadas recientes se producen a escala de laboratorio. La base lactea se compone de leche UHT
comercial complementada con leche en polvo semidesnatada al 3 % (p/p). Después de mezclar, la base lactea se
calienta durante 10 minutos +/- 1 minuto a 90 °C +/- 0,2 °C. Después, la base se enfria a 43 °C +/- 1 °C en un bafio
de agua regulado a 43 °C +/- 1 °C y la leche se despacha en vasos de laboratorio de vidrio de 125 ml.

La leche se inocula con la bacteria a una proporcion de 1E6-1E7 ufc/ml. La fermentacion se realiza a 43 °C +/- 1 °C
sin agitacion y se detiene cuando el pH alcanza 4,6 +/- 0,05. En ese momento, la leche fermentada reciente se enfria
rapidamente a 6 °C +/-1°C en menos de 1 hora. Finalmente, los productos se almacenan a esta temperatura
durante 28 dias.

Después de esta produccion de leche fermentada la viscosidad se mide utilizando un viscosimetro de Brookfield.

La viscosidad en la leche fermentada es de 68 Pa.s después de 14 dias de almacenamiento a 6 °C.

Normalmente una cepa identificada como altamente texturizante genera leche fermentada con una viscosidad
superior a 45 Pa.s, un limite elastico de Casson inferior a 12,0 Pa y un area tixotrépica inferior a 1.000 Pa/s.

En la Tabla 1 se muestra una comparacion de las propiedades reolégicas de tres cepas texturizantes de S.
thermophilus.
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Ejemplo 3
Analisis molecular de Streptococcus thermophilus DSMZ-18344

El método EPSAD PCR-RFLP es un método molecular para establecer la estirpe genética entre cepas de S.
thermophilus.

El ADN gendmico de Streptococcus thermophilus se purificd utilizando el kit de DNeasy Tissue (Qiagen). EI ADN
purificado se amplific6 después por PCR con los siguientes parametros:

Composicion de la mezcla de reaccion de PCR (50 pl):

- tampon para ADN polimerasa x1

- MgCl; 2 mM

- dNTP 200 pM de cada uno

- ADN gendmico de 100 a 500 ng

- cebador EPSA632 (5'-AAATgAATTCAgAgCAAgCACTTg-3") 200 nM
- cebador EPSD1064 (5-gTCATgTCAACTTTATTAAgQgACg-3') 200 nM
- ADN polimerasa 1,25 unidades

- H20 csp 50 pl

Parametros de amplificacion:

- predesnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto

- 35 ciclos con desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, hibridacién a 56°C durante 30 s, elongaciéon a 72 °C
durante 3 minutos

- post-elongacion a 72 °C durante 6 minutos.

Después de la amplificacion, el producto de la PCR se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %. El
tamafio del producto de amplificacion tiene un tamafo de aproximadamente 2,5 kb.

El producto de la PCR se digiri6 después con dos enzimas de restriccion, Fokl y Mnll en las siguientes condiciones:

- producto PCR de 15 a 30 pl

- tampon 2 (New England Biolabs) x1

- BSA (New England Biolabs) x1

- Enzima Fokl (New England Biolabs) 1 unidad
- Enzima Mnll (New England Biolabs) 1 unidad
- H20 csp 50 pl

Incubacion a 37°C durante 1 hora.
El producto digerido se analiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 3 %.

Aplicado a S. thermophilus DSMZ-18344, esta cepa se agrupa en un grupo genético conocido como CL0189. Esto
se confirmé adicionalmente secuenciando la parte proximal de su operén eps (es decir, la region cromosoémica diana
con el método EPSAD).

El perfil EPSAD PCR-RFLP de S. thermophilus DSMZ-18344 se muestra en la Figura 1.

Referente a esta Figura, S. thermophilus DSMZ-18344 muestra estirpe genética con el perfil de S. thermophilus
CNCM 1-2425 que es la cepa representativa del grupo genético CL0189.

La parte distal del operén eps también se secuencid y se compard con la disponible en la bibliografia.
Inesperadamente, esta parte del operén eps de S. thermophilus DSMZ-18344 era distinta a la de la cepa S.
thermophilus CNCM 1-2425. Sin embargo, es muy similar a la de S. thermophilus CNCM 1-2423 y a otras cepas
dentro del grupo genético de S. thermophilus CNCM 1-2423 (en concreto CL0O089 que también contiene S.
thermophilus CNCM 1-2426 y S. thermophilus Sfi39 (entrada al Genbank AF373595).

La organizacién esquematica de la parte distal del operdn eps y las similitudes entre las cepas se muestran en la
Figura 2.

Los datos de secuencia de la parte distal del operdn eps y los datos de agrupamiento EPSAD sugieren en conjunto
que el operdn eps de S. thermophilus DSMZ-18344 es un operdn quimérico constituido por la parte proximal del
operén que procede de S. thermophilus CNCM 1-2423 (o cepas relacionadas) y por la parte distal del operén que
procede de S. thermophilus CNCM 1-2423 (o cepas relacionadas).
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Esta caracteristica inusual puede ser (til para desarrollar un método para detectar especificamente S. thermophilus
DSMZ-18344 (o cepas relacionadas de otra S. thermophilus) como se describe en el presente documento.

La cepa S. thermophilus CNCM 1-2423 es una de las cepas de acidificacion rapida que presentan propiedades
texturizantes de interés en leches fermentadas, mientras que S. thermophilus CNCM 1-2425, aun siendo una cepa
de acidificacion rapida, no tiene estas propiedades texturizantes interesantes. En S. thermophilus, la parte distal del
operén eps contiene genes que codifican glucosiltransferasas. Se sabe que estas enzimas son responsables de la
estructura de las unidades polisacaridicas que componen el exopolisacarido y se cree que la naturaleza de este
exopolisacarido es al menos parcialmente responsable de las propiedades texturizantes de una cepa. Por lo tanto, la
estructura quimérica del operén eps puede explicar sus prestaciones texturizantes.

Ejemplo 4
Secuencias Espaciadoras CRISPR de S. thermophilus DSMZ-18344

Las secuencias espaciadoras en el locus CRISPR son caracteristicas genéticas que son muy especificas en una
cepa o en cepas relacionadas.

Las secuencias espaciadoras del locus CRISPR 1 de S. thermophilus DSMZ-18344 se han secuenciado y
comparado con las de S. thermophilus CNCM 1-2425, S. thermophilus CNCM 1-2423 y con otras secuencias
espaciadoras. Las Unicas similitudes se descubrieron con S. thermophilus CNRZ385 (nimero de acceso Genbank
DQ072992) y CNCM 1-2425 (y cepas relacionadas). De manera interesante, se identificaron las secuencias
espaciadoras dentro de este locus CRISPR que tienen una organizacion diferente (5 espaciadores ausentes) y 1
secuencia espaciadora adicional.

El lisotipo de S. thermophilus DSMZ-18344 vy las diferencias observadas entre el lisotipo de S. thermophilus DSMZ-
18344 y el de las cepas del genotipo CL0189 se muestran en la Tabla 2.

Ejemplo 5
S. thermophilus DSMZ-18344 es resistente a fagos

Durante las 2 Ultimas décadas se ha recopilado una biblioteca de mas de mil fagos virulentos para cepas industriales
de S. thermophilus. Esta coleccién de fagos se estudié exhaustivamente y se establecié su espectro de hospedador.
Esto permitié la identificacion del conjunto representativo de 60 fagos de todos los espectros de hospedador
identificados dentro de la coleccién de fagos.

Cada uno de estos fagos representativos se ensay6 en las cepas DSMZ18344, CNCM 1-2423 y CNCM 1-2425,
como se describe en el presente documento.

Se descubrié que CNCM 1-2423 era sensible a los fagos D4126 y D3215. Se descubri6é que la cepa CNCM 1-2425
era sensible al fago D4369. Por el contrario, la cepa DSMZ-18344 era resistente a todos los fagos representativos
ensayados.

TABLA 1
Nombre de la cepa |Viscosidad (Pa.s) |Limite elastico de Casson (Pa) Area tixotropica (Pa/s)
DSMZ-18344 68 6.48 627
CNCMI-2425 28 14,43 21780
CNCMI-2423 49 9,28 1035
TABLA 2
Parte distal Sensibilidad de Sensibilidad de Sensibilidad
Cepa Genotipo del operén CNCM 1-2425 a CNCM 1-2423 a Texturizante
a otros fagos
eps fagos fagos
DSMz-18344 | cLo1gg | PO CNCMI- No No No Si
2423
CNCM [-2423 | CL0089 T'pozi';',g'\" - No S No Si
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Parte distal Sensibilidad de Sensibilidad de Sensibilidad
Cepa Genotipo del operén CNCM 1-2425 a CNCM 1-2423 a Texturizante
a otros fagos
eps fagos fagos
CNCM 1-2425 | CL0189 T'pozi';'g'v' I Si No No No

SECUENCIA (5'-3)

SEQIDN.°1

Secuencia lider de la secuencia CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344

actatgtgggtataaaaacatcaaaatttcatttgag

SEQIDN.02
Espaciador (1) de CRISPRL1 de S. thermophilus DSMZ-18344
aatatctacaggtcactacaaagctacgct

SEQIDN.°3
Espaciador (2) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344
gttggggatgtgtttgtaacggcgtatgcta

SEQIDN.c4
Espaciador (3) de CRISPRL1 de S. thermophilus DSMZ-18344
tcaatcaggtgacggtgatgcttatattaa

SEQIDN.°5
Espaciador (4) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344
catacatgatagtttgtcaacacttttgat

SEQIDN.°6
Espaciador (5) de CRISPRL1 de S. thermophilus DSMZ-18344
tcagcatttggtttacatgacccacgtctg

SEQIDN.°7
Espaciador (6) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344
caatcaacaggtttgactgattataacggt

SEQIDN.c8
Espaciador (7) de CRISPRL1 de S. thermophilus DSMZ-18344
tagctacacatgaattttattacaatggtg

SEQIDN.°9
Espaciador (8) de CRISPRL1 de S. thermophilus DSMZ-18344
ccgttcticaaacgttaaattccaaggtgt

SEQID N.°10
Espaciador (9) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344
gctgcgattatgacaatgctgtctgtaagg

SEQIDN.°11
Espaciador (10) de CRISPRL1 de S. thermophilus DSMZ-18344
gaagaatttattaataaagatggttctgct

SEQ ID N.°12
Espaciador (11) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344
aggcagaaaagaagtattttggtaagtatg

SEQ ID N.°13
Espaciador (12) de CRISPRL1 de S. thermophilus DSMZ-18344
aaatggtttatcgacaagaaaatgaagct

SEQID N.° 14

Espaciador (13) de CRISPRL1 de S. thermophilus DSMZ-18344
ccaaatttgcattatacaaaacgctccttc
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SEQ ID N.°15
Espaciador (14) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344
atcctaactgctttgctaactacatcatgg

SEQ ID N.° 16
Espaciador (15) de CRISPRL1 de S. thermophilus DSMZ-18344
atcctaactgctttgctgactacatcatgg

SEQ ID N.°17
Espaciador (16) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344
taacaagataagattagtcgtcttctacat

SEQID N.°18
Secuencia trailer de la secuencia CRISPR1 de S. thermophilus de DSMZ-18344
ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt

SEQ ID N.°19
Secuencia CRISPR1 de S. thermophilus de DSMZ-18344

actatgtgggtataaaaacatcaaaatttcatttgaggtttttgtactctcaagatttaagtaactgta
caacaétatétacaggtcactaéaaagctécgétgtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacaa
cgttggégtgtgfttgfaacggcgtatgctagtttttgtactctéaagatttaaétaactgtacaac

tcaatcaggtgacggtgatgcttatattaagtttttgfactctcaagatttaagtaactgtacaaccat
acatgatagtttgtcaacacttttgatgtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacaactcageca
tttggtttacatgacccacgtctggtttttgtactctcaagattﬁaagtaactgtacaaccaatcaaca
ggtttgactgattataacggtgtttttgtactctcaagatttaagfaactgtacaactagctacacatg
aattttattacaatggtggtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacaacccgttcttcaaacgt
taaattccaaggtgtgtttttgtactctcaagétttaagtéactgtacaacgctgcgattatgacaatg
ctgtctgtaagggtttttgtactctcaagatttaagtéactgtacaacgaagaatttattaataaagat
ggttctgctgfttttgFactctcaagatttaagtaactgtacaacaggcagaaaagaagtattttggta
agtatggtttttgtactctcaagatttaagtgactgtacaacaaatggtttatcgacaagaaaatgaag
ctgtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacaacccaaatttgcattatacaéaacgctccttcg

'

tttttgtactctcaagatttaagtaactgtacaacatcctaactgcectttgctaactacatcatgggttt
ttgtactctcaagatttaagtaactgtacaacat cctaactgctttgctgactacatcatgggtttttg
tactctcaagatttaagtaactgtacaactaacaagataagattagtcgtcttctacatgtttttgtac

tctcaagatttaagtaactgtacagtttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggettt

SEQ ID N.° 20
Grupo génico EPS de S. thermophilus DSMZ-18344
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gctgagccagcttactagegtacaggcacctactaaggttgataagaacaatatcgaggt
cttgatgtcagctctcaaaaaagataaaaaagttgatgttaaagttgatgatgttgette
atatcaagaagcttatgataatctcaagtctggcaaatctaaagctatggtcttgagtgg
ctcttatgctagcectattagagtctgtcaatagtaaccttgettcaaatctaaaaacaat
ttatacttataaaattaaaaagaagaataacaactctgcaaaccaagtagattcaaaagt
cttcaatatttatattagtggtattgatacctacggttcgatttcaacagtgtcacgtte
agatgtcaatattattatgacagtaaacatgaatacacataagattctcttgacgactac
tccacgtgatgcatacgttaagattectggtggtggggcaaaccagtatgataaattaac
ccacgcaggtatttatggtgttgaaacatctgaacaaactctggaagatctatatggtac
taagattgattactatgcacgaattaacttcacatcttteccttaagttgattgaccaact
tggtggtgtgacagtccataatgatcaagetttcacaagtettcatgggaagtttgattt
cccagttggagatatccaaatgaattcagagcaagcacttggatttgttegtgaacgceta
tagtttagatggcggagataatgaccgtggtaaaaaccaggagaaagtcatttctgegat
tgtaaacaagttggcttctctaaagtctgtatcaaactttacttcaatcgttaataatet
ccaagactctgttcagacaaatatttctttggataccattaatgctttggctaatacaca
acttgattcaggctctaaatttacagtaacgtctcaagcagtaactggtacaggttcaac
cggacaattgacctecttatgcgatgccaaattctagtctttacatgatgaaactagataa
ttcgagtgtggecaagtgcctctcaagctatcaaaaatctgatggaggaaaaataagtgat
tgacgttcactcacatattgtttttgatgttgatgatggtcctaaaactttagaagaaag
tttagacctcattggtgaaagttatgcccagggggtacgtaagattgtttcaacatceca
tcgtcgtaaggggatgtttgagactccagaggataaaatttttgecaacttttectaaggt
aaaagcagaagcagaagcactttatccagacttaactatttattatggaggtgaacttta
ttacaccctagacattgtggagaaacttgaaaagaatctcattcecgegecatgcacaacac
tcaatttgctttgattgagtttagtgctecgcacatecttggaaagaaattcatagtggget
tagtaatgttttgagagcgggggtaacgectattgttgetcatattgagecgetatgatge
cctcgaagaaaatgctgatcgtgttagagaaattatcaatatgggctgctatactcaagt
caatagctcacatgtcctcaaaccaaagctctttggagataaagaaaaagtaagaaagaa
acgtgttcgetttttcttggagaaaaatttggttcatatggttgctagegacatgcecataa
tcttgggccgagaccaccatttatgaaagatgcttatgaaattgttazaaagaactacgg
ctccaaacgtgctaagaatctttttattgaaaatcccaaaacattactagaaaatcaata
tttataggagatattatgaatcaagataacactaaaagtgatgaaatcgacgtactageca
ttgctacataaactttggacgaagaagcttttgattcttttcacagetttttattteoget
gctttcagtttcttaggtacttatttctttatccaaccaacatatacatcaacaacgett
atctatgttgttaatcaggcaacagataataataatctttctgctcaagatttgcaaget
ggtacctatttggcaaatgactataaagagattattacatcaaatgatgtattatcagaa
gttattaaagatgaaaaattgaatttgagtgaggcagaactgtctaaaatggtttcagtt
aatattcctactgatactcegtcttatttcaatttctgttaatgectaaaactggtcaagat
gcgcaaacacttgctaataaggttcgtgaagttgcttcaaaaaaaatcaagaaggtgaca
aaagtfgaagatttcaéaatgctcgaagaagctaaattgccagagtcaccatcttcacca
aatatcaaacttaatgtgcttettggggcagtgecttggaggattececttgecagtggttggt
gtattggtacgtgaaatcctagatgatcgtgttecgecgtccagaagatgtggaagatgece
cttggaatggcacttcttggaattgteccctgatacagataaaatttaaggagaagaaatg
cctctattaaagttagtaaaatctaaagtaaactttgccaaacaaacagaagagtattac
aatgccattcgcacaaatattcaattttctggtgectcagattaaagtgattgegattage
tctgttgaagectggtgaaggaaaatcaacgacatctcttaacttggegatttcatttget
agtgttgggetcecgaacacttctgattgatgectgatactecgtaattctgttttttcaggt
acatttaaatcaaatgagccttataaaggtctttcaaattttctttcaggaaatgeegat
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ctaaatgaaacgatttgccaaactgatatttctggtttggatgttattgecatctggtect
gttccacctaatccaacaagtcttttgcaaaatgacaattttagacatttgatggaagtt
gctcgtagtcgttatgattatgtcatcatcgatacaccaccagttggtttggttattgat
gcagttattattgcccatcaggctgatgccagtcttttggttacagcagectgggaaaatce
aaacgtcgtttcgtaactaaggccgtcgaacaattggaacaaagtggttctcagttctta
ggtgtcgtccttaataaagttgacatgacagttgataaatatggatcatatggttcettac
ggatcatatggttcttacggatcatatggtgagtacaggaaaaaaacagaccaaactgaa
ggtcattcaagagcacatcgtcgtagaaaaggatagcattaatggggatgatgeggetcece
ttataccttaacagattaaaaaggggtttagagtgaaagaaaaacaagaaattegtcgea
ttgaaattggtattatacagttggttgtggttgttttcgcageccatggtagectagtaaaa
taccatatacagagattacccaaggaagtattgtccttttaggtgtcegtacatgtagtgt
cttactatatcagtagttattatgaaaatcttaagtatagaggctacttggatgaactca
ttgcaactgtcaaatattgtttcatatttgctctaattgcaacatttctctegttttttg
cagatggaagtttttcaatctcacgtcgcggacttctttacgtcaccatgatttcaggtyg
ttctcttatacgttacaaatactgttcttaagtatttecgetcatctatttatacacgte
gtaaaagtaacaagaatattctcttgatttctgatcaggcacgtcttgataatgttttgt
ctcgtatgaaagacaatatggatggtaggattacagcagtttgtgtcttggataatcctt
attttactgatccatttatcaagagtgttaaacctgaaaatttgattgaatatgcgacac
actcagtagtagaccaagttttgattaatctgccaagtgggcagtataagatttgggatt
atgcatcaccttttgagatcatgggaattccagtttctattaatttgaatgcccttgaat
ttatgagtcaaggtgaaaaacgtattcaacaattgggtcctttcaaagttgttacgtttt
caacgcaattttatagctatggagatatcttggcgaaacgtttcctegatatctgtggag
ccctagttggtttggtgectectgtgggattgttggaatcttectttatccacttattegta
aggatggtgggccagccatttttgectcaagaccgtgtgggagaaaatggacgtatcttta
agttttataaattceccgttctatgtgtgttgatgecggaagaaatcaagaagaatttgatgg
cacagaatcaaatgtctggtggtatgtttaagatggacaatgatccacgtattaccaaaa
ttggacgtttcattcgtaaaacaagtcttgatgaacttccacaattttggaatgtcctaa
aaggtgatatgagcttggttgggacacgtcctccaacagttgatgagtatgaaaaatata
cacctgaacagaaacgtcgtttaagttttaaacctggtatcactggtctttggcaagtaa
gcggtcgaagtgaaattactgattttgatgaagttgtaaaactagacgttgettatttgg
acggatggacaatctggcgtgatatcaaaatcttattgaaaacaattaaagtagtagtaa
tgaaggatggagcaaagtgatggctttcaccatttcttttaatggtgattaaatgacaaa
aacagtttatatcgttggttctaaggggattccagcaaaatatggtggatttgagacctt
tgttgagaagttgacagagttccaacaagacaaagatatccaatattatgtagettgtat
gcgggaaaactctgcaaaatcagacattacagcagatgattttcaaacttcgcaacagaa
/ccctaaaaagaactccctaacggtcgtggctactttgtttagtctaaacactttgaatag
tcctacaagctcatagttteccttttattagttggtccaaggeccaattctattttttgaa
gcgaaagaatatggggagcgecttecttatttactgatatgtaaacctggaattactggt
tattggacgacacatggtcgaagtaaagttctttttcctcaacgagcagatttagaactc
tattatctccaatattacagcaccaagaacgacatcaagcttctaatacgtacaatttca
caaatcattaacggattggacgcttactaaaaaattaatgaaaaaatatttgaaatcata
actcgaaaaatattaaaagattagatatgtatcataaaacccgaattgctagttaatttc
attggaaaataaataagtcgtgctatcctaatcttaaaccactaagcattagaaagcgca
cgacttatatgacttataatagcacacttccaaaagtttttgtttatttactgacaacca
ttgagacgctttatcaaacgagtgttccccttgaggttcaaaaccgaaagaacgtccate
tcgcaacatcagattgcttagttatcgettgttacctatggggegtactgecattttagtg
aaacgcttaaagcaaagcaccaattggctcaaagtttatttcctaatttcctagaatatt
ctcactttgtccgecgttgtaatgecctettaccgagtatccaagtcattegecaageac
tcgtatttaaagaggttgaaggaattagtgtatccattattgacagetteccecattectt
tgtgtcagtctattcgtaatttcagaagcaaagttecttggagattatgcaaatgttgget
acaatgctacaaagggacagtacttctatggatgtaaatgtcatgctttagtcagtgaat
caggctatgtcatagactacacaattactcctgcttcaatggctgatagttcaatgaccg
aggaagtgttgagtcaatttgggacaccaacagtccttggagatatgggatatttaggte
agtcacfgcatgataggctggaattaaaaggaattgatctaattacacctgtcaggaaga
acatgaagcaaaagaaaattcttttcectaatttttcaaaacgtagaaaagtgattgagce
gagttttctettttttgacaaatctaggagctgagegttgtaaaagtcgttegectcaag
gttttcaattgaaattagagatgatacttttagcgtattctttactgttaaaatcagcecta
aatcactggaaccagagactttaagatattctatcgggtatcaagtcatggctaaataat
caactagcaattcgggtatcataaaggagtgatttaatgaaaaaaattacaatagcagtt
gcaacgcataaaaaatatcaaatgccaaaagataatatttatctaccaattgaatgtgga
gcagttttaagaaaaaatcacctagac;atattgctgatgatagtggagataatatttct
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gaaaaaaacaagaattattcagagttaacagcactatattggttatggaaaaataatgat
tctgagtataaaggattagcacactatagacgtcatttttcagataaaaaggtgagtatt
ttttctacaggtaattttgataatatacttgataggacggtacttgaggaacatttagag
aagtttgatattatacttcccaagcttcgacattactatattgaaacaatagaatctcac
tataaacatacgcattttgaaaaagatttattagcaacagaagaaataattaaaaaacta
tatcctgactatcttgatttttattatagtgcactaaaaagaaaatctgctcatatgttt
aatatgtttattatgaaagataaatatttcaataattattgtgaatggttattttcgatt
ctttttgaattagaaaaagtactagatatttcagaatattctcecctttcatgcaagagta
tttggtcgtgtgagtgaaattttattagatgtatggattttcaagaataatttaaatttc
actgaaattccagttatgtttatggaaaagcaaaattggtgggataaatctaaaagattt
atttctgcaaagcttttcaacaaaaaatattattagactaggagaaataaattgcttaca
atcggaataattttaataatttttatgactattttcgattattatatacataaaacagta
ttttctccggtetttatgtttaattcactctttttattaataatatctctttettctatg
aggttatataatttgagagaatattctatcaaatcaatagaagtaattgtgttagggatg
atattcttctectttaggagtattttgtactcgtattgtttctcatgaatttttaaaaaat
caaaataatgttattaattacgatgataatttaaatgtaaattggacttttttaaaaatt
cttttgatagttgtaaccacaggaaacgtattctctattattttttccttgaaattectt
ttaggaggaggttcatacttagaattgagaaatatgatattgggatataatggagctgaa
ccacttattacgaatcctctcgtaaatatattaacaagatatatatcgggaccagggttg
actgctttgatcccattttctattttttttctaattaggaaaaaaaacattaaattttce
ttaattattttattgaatcttgttttggcaacattatcatccggtggtagaattttactt
gtatatactattattcaattgtttataggattatcttattcaaaaaaaaatataccaaaa
aaaattaagaaagtagtcataatatcaagtattatattttttatatctataattgtctta
tctaacatcagaagttctaacagtatatatagagcgttttatgecatacttttcgggecct
gtagttcttttatctacttggatgactgatgttgatacttataatattcattcacatgga
ttaggatttatttatcccatcacatatctattaaattcattttgtaatttaataggaatt
cctaactcgatgttggctaatgttgtcatgtggcaaggaatgcctcagaatgattgggta
ggcgtattccctaatcaatcgatgaacgettttagtacacttttctattttttctataaa
gattttcgagaatttggagttgecttgcttttctttectttttgggagtatttgtggtttt
atttattttaaagcgtttatcgaaagaaaaagtaaatatctagtctattatttattaggg
gtacaggcaattatcggatcttttattatttggcaattggggagtactgecgtttttcetta
agtattgtatttacaatattaagtctgaaatcaaagaaatcataactatagaaaaggaga
taaaatatgacaatcagcatagtaatcccagtttataatgttcaagattacataaaaaag
tgtctagattctatattaagccagacattttcagatttagaaattattcttgttgatgat
ggttctactgacttgagtggaagaatttgtgattattattccgaaaatgataaacgtatt
aaagtaatccacacagcaaatgggggacagtcggaagcaaggaacgttggaatcaaaaat
gccacatcagaatggataacatttattgattctgatgactacgtttcttctgattatata
gagtatttatataatttgattcaagtacacaatgcagatatttcaatagctagttttace
tatatcacacctaaaaagataattaagcacggtaacggtgaagtagctcttatggatgceca
aaaactgcaattcggagaatgttactgaatgaaggtttcgatatgggagtttgggggaaa
atgtatcgaacggagtattttaataaatataaattcgtttcaggaaaactatttgaagat
tctttaattacataccagatattttcagaagcttcaacaattgtttttggagcaaaggat
aﬁttatttttatgttaacaggaaaaattctactgttaatggtacttttaatataaaaaag
tttgatcttattgaaatgaatgaagaagcaaataagtttattaaacataaatttccagat
ctttcatctgaagcacatcgtcgaatgatatgggcatattttagtacactaaatcaagtt
ttatcatcaactaatgaacacgatattgatttatatgcgccacaattagtagettatcte

cttaaacaggataaattcataaaaaggaatacttttattcccaaaagagataagattgca
ttttttattttaaaaaattttggtttaaagacatatcgtaatgtttggaatttatattta
aaaatgacaagataaaaacaataatgaaagataaaaaataatgaaaactgctacaattac
tttacattcagcacataataatggatctatcttttctacagtcatttgetttgecagagaa
agataatatctatgggatatgataacgaaattataaattatattccactcaaattgctcg
tagttttaagaaccaagtgcaaaagattattaaggttaacaacgttacgattgttgectac
ggccgcaacgccgaagaagcecgectgaatacgttgattgggctagttgteggettgcetata
ggatttgtttatgcagcgattcggatgctcacggatcgecgegttcacgaagetgattte
ttaactgatgaattaggattgactagtttaggcttggttaaccatcaacatcaccattca
atgaagaaacaggccttgaatctgaacggtggctatcatacgcataacgatcaaacatct
tcacaagcgatgaaacgagtttaggagggtgctagatgtttaaacgtaaagaaaagaata
taacgactacggcaccaattaatctcaccacgattaatgaacccatgtcggtcattactg
agcagattaaaacaattcgaaccaatatcaattttgcggctactgaccataagectacgaa
ctttgatggtgacttcggccatgecttggecgagggtaaatcgacagtaagtggtaacttag
cagtggagtatgccaaggaaggaaggcaagcaagtcttactggtcgatgctgacttgega
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cgaccaacgattcataagacatttggccttaaaaaccataagggattaagttcatggtta
gccaatcagattgacgatgtgaatgatgcaattcatcccgtcattggecaatctataattg
tataaatagtatgtatactttataacaatggagtgttttaatgaatcttttgtttagtca
atgtcacattacattgacsaatttaaaaaatgtaacttttttgegtgtgaatagctatgta
caatgattttctgggtggcagactaatcaagtataaaatagcttatéctagttgacaaca
tccegtgataattattaacttatcaagtacaggccaaaatactggagecttaacaggaact
gttagaatatgattttatataattaggagtagaataaagagatgaatccattaatatcaa
ttattgttccaacatataatgttgaaaaatatattaggacatgtattgaatcaatcttag
ctcaaacatatcgcaatattgaagtcattatagtaaatgatggtagcacagatcagtcge
tagcagtaatttccgatttaatctgtagtcatcataatattaaggtaatcaaccaaaaaa
accaaggattatcagtagctcgaaacactggtattgatgcggcaactggtaaatatatag
cttttgtagatgcagatgacaaaattaagccagactttgttagctecgectctatcaaattg
ctgacaaaacaggagctgacattgtgcgtgggtcatttcgagactttaatggcaatatte
ctaéaggctgggttccagatttcaatgttccaaccaattatgggacaatagtattagacc
aattcttatccagcaacatatcttttgtagtttggtcgagtatctataggetagatttta
ttaatagtaatcatatacgatttacaccagggattctatttgaggatgcagattttacaa
taagagcttatatgctcgctaagttagttgctacatcacctgaaccaaattatgcatata
gaataaatcgtccaggaagtatattaaccacaaaaaccacaaaaaatgcccaaaaaatgt
ctctttcagaagaaaaaattatatcacaatttattagtatgttaaagcatgaaaaatctg
atgttttatgtagtttaattctaaagtctatttatgcatgtatgagagattggacgggaa
ttattgtgaggaataacctatcgttggataggaagaacagttgttttgatactgctctca
ctctaataaaagaaataataaattctaggcccttaaaagaaaaaatcaaatttttaacaa
aggttattattattaaggcgaaaaaccattaagccgttaaacgaaaatccaaagggttca
tatacaattatgttaattatggattttttatatcttcaatgggttcattaatcactgaat
ttgattatcttgttttaatgaatgtgaagtcattcggttaaggggagtctttgatttgte
tagttagctatctggacagatgttaagtgttaattacagtgaaggcagatgaaaacttat
taaaagttattctgcttgattaagaatggtaagatttcaccatctatatacttttattag
aacttaggtggacaggaggacccaatttttaatccttectgttatatagtttttgtttaa
tatttttcgggaggattattaatgcaaatagtaaaaaattatctttataatgcaatgtat
caggtctttataattattgtgccattacttaccattccttatttgtcaagaattttggge
ccttcaggtattggaattaactcatataccaattctattgttcagtattttgttttattt
ggtagtataggagtcggtttgtatgggaatcgtcagattgectttgttagggataatcag
gtcaaaatgtctaaagtcttttatgaaatatttattttaagactattaacaatatgttta
gcatatttattgttcgttgcttttttaaccattaatggtcagtatcatgaatactatttg
tttcaatccattgctatagttgcagcectgecatttgatatctettggttttttatgggaatt
gaaaattttaaagtaactgtattaagaaattttatagttcagttacttgctctattcagt
attttcectatttgtcaaatcttacaatgatttgaatatatatatattgataacagtttta
tctacattaattggtaatttaacttttttcccaagtttacacagatatctcgtaaaggtt
aactatcgtgaattaaggccaataaagcatttaaagcaatctttagttatgtttatccca
caaattgctgtccaaatttattgggttttgaataaaacaatgttaggttcattggattct
gtcacgagctccggcttttttgatcagtctgataaaatagttaaactggttttggetatt
gctagtgcaacaggtactgtcatgttgccacgtgttgcaaatgectttgcacatagagag
tatagtaaaattaaggagtacatgtacgcaggtttttcttttgtgtcggcaatttegatt
cctatgatgtttggtetgatagectattactectaaattcgtgecacttttttttacatet
caatttagtgatgttattcctgtgttaatgatcgagtcaattgcaattatttttataget
tggagcaacgcaataggtaatcaatatcttttaccaactaatcaaaataagtcatataca
gtgtcggtgttcattggagcgatagtcaatttaatgttaaatattccactgattatatat
ctaggtgctgttggtgcatcaattgcaactgtaatttctgaaatgtctgtaactgtgtat
caactttttataattcataaacagcttaatttgcatacactgttttcggatttatctaag
tatttaattgcaggattagtgatgtttctaattgtctttaaaattagtttgttaacaccg
acatcttggatattcattctgttggaaattactgtgggcataattatttatgttgtttta
ttaatatttttaaaggcagaaataattaataaactaaagtttattatgcataaatagagg
tatggatttaggtacctgcctttaggatttttaattcaaaggatttaggtacttatggtt
actttaattcgattgtgacctactttattcttttggcaactttaggtgttgctaactatg
gtactaaagagatttcaggacatcgaaaggatattcgtaaaaatttctggggtatttata
ccctccaattgattgecgactattttgtctettgtettgtatacatcattatgtttgttet
ttcctggtatgcaaaatatggtggcttatatcttaggattaagcttgatatcgaaaggaa
tggatatttcttggttattccaaggtttggaggattttcgtcgtattaccgcaaggaata
caacggtaaaggttttaggagttatttctatcttectatttgtgaaaacacctggtgatt
tgtatctctatgttttcctattgaccttcectttgaattgecttgggcaattaagtatatggt
taccagcgagaccttacattggaaaaccacaatttgatttatcctatgctaagaaacatc
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ttaaacctgttattttgectgtttctcectcaggttgecatttcactatacgtgactttgg
atcgtacaatgttgggtgccttgtcatcgacaaatgatgtagggatttatgatcaggctf
tgaaaataattaatattttgttgacgttggtgacttcattgggaagtgtaatgcttccaa
gggtatctggtcttttatctaacggagatcataaggccgttaacaagatgcatgaattct
ctttcttgatttataatcttgtgattttccecgataatagcaggtctcttgattgttaata
aggattttgtgagtttcttactagggaaagatttccaagaggcttatcttgccattgeta
ttatggtctttaggatgttctttatcggttggacaaatattatgggaatccagattttga
ttccatataataaacatcgtgagttcatgectctctacgactattcececggetgttgtcagtyg
ttggacttaatctcttgttaatttecteccatttggetttgttggggtctcaattgtatea
gttttaacagaggctttggtatgggttattcaattgaatttttcaaggatattcatcaaa
gatgtgtcaatccttccagccatatcaaaaattatcttagecatcagttgtcatgtatett
ggactctttgtctttaagatgtttgtgecaattgaaaccaatgctaaatgtagcagtagat
ggtcttgtcggtgctatcatttatattgtcttgattattgtettacgtgtecgttgatatg
aaagacttgaagcaacagttaatgaaaaactaaggagaaaaatatgtacgattatcttat
cgttggtgctggtttgtccggagcaatcttcgcacatgaagctacaaaacgtggcaaaaa
agtaaaagtgattgacaagcgtgatcacattggtggcaatatctactgtgaagatgttga
aggtattaatgttcacaagtatggtgctcacattttccatacctcaaataaaaaagtttg
ggattatgtcaaccaatttgctgaatttaataactatatcaactcaccaattgctaacta
caagggcagtctttataaccttccatttaacatgaatacattttatgectatgtggggecac
taagactcctcaagaagttaaggacaagattgctgaacaaacggctgatatgaaagatgt
tgagcctaaaaacttggaagaacaagctatcaagttgattggaccagatatctacgaaaa
gttgatcaagggatacactgaaaaacaatggggacgttctgeccacagacctgectecttt
catcatcaagcgtcttccggttcgtctaacttttgataacaactactttaatgaccgtta
ccaaggaattccgatcggtggttacaatgtcatcattgaaaatatgcttggagatgtaga
-agtagagcttggagttgacttctttgccaatcgtgaagagcttgaagcttcagctgaaaa
agttgtctttacaggaatgattgaccagtactttgattataaacatggtgagttggagta
tcgcagtcttcgttttgaacacgaagtcttggatgaagaaaatcatcaaggaaatgeegt
ggtcaactacacagagcgtgagattccttatactcgtatcattgagcataagcacttecga
gtatggtacacaacctaagacagttatcacacgtgaatacccagctgattggaaacgtgg
agatgaaccatactacccaatcaatgatgaaaagaacaatgccatgtttgctaagtacca
agaagaagctgagaaaaatgacaaggtiatcttctgtggacgtcttgcagattataaata
ctacgacatgcacgtggtcattgagcgtgectctagaagtecgttgagaaagaatttattta
ataaataatggctctttgtcaactgtagtgggtgacgaaaagctaacatctagagaggac
cggataggtcctctttttatgtatgttcagtgtgatgaagacacgtttcttaaagttgat
gaagtttctaaaaccgaagcccaaccgtttgatgtctttgatcaacttattagtcegette
aagttttgcgtttggatagtcecgtttctagtgegtttttgatgtattgettgtgtctaag
aaaagtcctaaagacagtttgaaaatagtgattgaccttgctcctattttectctatcag
gtcaaagaactcatctactctcttctecctgaaagtgaaaaagcaaaagectgataaagtgt
atagtagtcagtaagctcttttgaaaagactagtgtcttcgcaacaacttcatgtggtge
taaagtttggcggaaagtctttgaataaaaagaattgagagatagtttacagctgtecectt
ttggaagagtcgccagtgatttttcaaggctecgatagggtagtgacttcttatcgaatta
gttcatgattgcaattctagtctttaaaaatgectctaccaaggtgectggatgatgtggaa
acgatcaagaacgatttttgcgtttggaaagagtctgegggectagtgggatataagetce
agacttatccatcgtgataaactgtacctgttatcggactttcaatggatacttcaaaag
tagtttcgtatagtagtttggecggcgattatcaaggatggttatgagttggtttgtctca
taattctgcgccacaaaagccaattcceetttecttgaacccaaactcatececcaggacata
acagcagggagtttgtcataatgtttcttgaaagtaaactgatcaagcttacgatagaca
gtggacgtcgacacacgaagtcttcttgcaatatcagttagtgacactttctcagttagg
agttgtgtaactttttgttggactagattggagatttggtagtttttctcaacgatagat
gtctcagctaccgtgactctectacaatttttacactggaaacgacgttttttcagacgt
agtagagttggcgttcccgecttgectcgagaagagggattttagattttttttgaaagtea
tatttgatcatctttctttggcagtgaggacatgatggtgtagggtaatcaagttttget
tgaatctcgatatgagtgtcagtttcaaaaacaagtgaaataatgatattttggtcttta
actccgattaattctgtggtattcttaataggtctcataagttcttectaatggtagttt
cgtcgcttttcattatagttcttatgggactttttgtgtacactcaaaaagctctataat
ctctacagtggttttactcactacagaaattatagagccaatatatctcctgtctatttt
tatgctacttttgggttagctcaactcaaccgecttttaatctcccaacaacaataatac
cctatcaaacaacccaaaaaattcaagataatatcactaatggcaaatgtgcccaaataa
aagataaattgaatggtttcaattcctaaaagtgtgaccaaactgataatgacaaactgt
ttgaaattagtattgatacagtaaaggccacctaaaggaatgaagta
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acttgattca
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tttagaccte
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taaagtctgt
atatttcttt
ttacagtaac
cgatgccaaa
ctcaagctat
tttttgatgt
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agactccaga
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agaaacttga
ttagtgctcg
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agaaaaattt
ttatgaaaga
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ggttcatatg
tgcttatgaa
aaatcecaaa
actaaaaqgtg
ttgattettt
atcczaccaa
aataatcttt
attattapat
gaggcagaac
atttctgtia
gttgcttcaa
gctaaattge
gtgettggag
gttegeegte
gatacagata
aactttgcca
ggtgctcaga

acatctctta
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acttcaateg
aatgctttgg
gtaactggta
tacatgatga
atggaggaaa
cctaaaactt
aagattgttt
tttgccaact
tattatggag
gttccgegea
gaagaaattc
catattgage
atgggctgct
aaagaaaaaq
gttgctageg
attgttazaa
acattactag
atgaaatcga
tcacagettt
catatacatc

ctgctecaaga

caaatgatgt

tgtctaaasat
atgctaaaac
aaaaaatcaa
cagagtcace
gattcecttge
cagaagatgt
aaatttaagg
aacaaacaga
ttaaagtgat

acttggcgat

ttaataatct
ctaatacaca
caggttcaac
aactagataa
aataagtgat
tagaagaaag
caacatccca
tttectaaggt
gtgaacttta
tgcacaacac
atagtgggct
gctatgatge
atactcaagt
taagaaagaa
acatgcataa
agaactacgg
aéaatcaata
cgtactagca
ttattteget
aacaacgctt

tttgcaaget

attatcagaa

ggtttcagtt
tggtcaagat
gaaggtgaca
atcttecacea
agiggttggt
ggaagatgcce
agaagaaatg
agagtattac
tgcgattage

ttcattiget

840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1B60

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



agtgttggge
acatttaaat
ctaaatgaaa
gttccaccta
gctcegtagtce
gcagttatta
aaacgtcgtt
ggtgtegtce
ggatcatatg
ggtcéttcaa
ttatacctta
ttgaaattgg
taccatatac
cttactatat
ttgcaactgt
cagatggaag
ttctettata
gtaaaagtaa
ctcgtatgaa
attttactga
actcagtagt
atgcatcace
ttatgagtca
caacgcaatt
ccctagttygg
aggatggtgg
agttttataa
cacagaatca
ttggacgttt
aaggtgatat

cacctgaaca

geggtegaag

tcegaacact
caaatgagec
cgatttgcea
atccaacaag
gttatgatta
titgececcatca
tcgtaactaa
ttaataaagt
gttecttacgg
gagcacateg
acagattaaa
tattatacag
agagattace
cagtagttat
caaatattgt
tttttcaate
cgttacazat
caagaatatt
agacaatatg
tccatttate
agaccaagtt
ftttgagatc
aggtgaaaas
ttatagcéat
tttggtgecte
gecagecatt
attcegttct
aatgtctggt
cattcgtaaa
gagcttggtt
gazacgtegt

tgaaattact
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tctgattgat
ttataaaggt
aactgatatt
tcttttgcaa
tgtcatcatce
ggctgatgec
ggccgtcéaa
tgacatgaca
atecatatggt
tegtagaaaa
aaggggttta
ttggttytgg
caaggaagta
tatgaaaatc
ttcatatttg
tcacgtegeg
actgttctia
ctcttgattt
gatggtagga
aagagtgtta
ttgattaatc
atgggaattce
cgtattcaac
ggagatatct
tgtgggattg
tttgeteaag
atgtgtgttg
ggtatgttta
acaagtcttg
gggacacgtc
ttaagtttta

gattttgatg

gctgatacte
ctttcaaatt
tetggtttgg
aatgacaatt
gatacaccac
agtcttttgg
caattggaac
gttgataaat
gagtacagga
ggatagcatt
gaqtgqaaga
ttgttttege
ttgtcectttt
ttaagtatag
ctctaattge
gacttcttta
agtatttccg
ctgatcagge
ttacagcagt
aacctgaaaa
tgccaagtgyg
cagtttctat
aattgggtec
tggcgaaacy
ttggaatctt
acegtgtygygg
atgcggaaga
agatggacaa
atgaacttcc
ctccaacagt
aacctggtat

aagttgtaaa

37

gtaattctgt
tietttcagg
atgttattge
ttagacattt
cagttggttt
ttacagcagc
aaagtggtte
atggatcata
aaaaaacaga
aatggygatg
gaaacaagaa
agccatggta
aggtgtecgta
aggctacttg
aacatttete
cgteaccatg
ctcatctatt
acgtcettgat
ttgtgtettg
tttgattgaa
gecagtataag
taatttgaat
tttcaaagtt
tttcctegat
cctttateca
agaaaatgga
aatcaagaag
tgatccacgt
aﬁaattttgg
tgatgagtat
cactggtctt

actagacgtt

tttttcaqgqt
aaatgcecgat
atctggtecet
gatggaagtt
ggttattgat

tgggaaaatc

tcagttctta -

tggticttace
ccaaactgaz
atgeggetec
attegtcgea
gctagtaaaa
catgtagtgt
gatgaactca
tcgttttttg
atttcaggtg
tatacacgtc
aatgttttgt
gataatcott
tatgcgacac
atttgggatt
gceccttgaat
gttacgtttt
atctgtggag
cttattcgta
cgtatcttita
aatttgatgg
attaccaaaa
aatgtcctaa
gaaaaatata
tggcaagtaa

gcttatttgg

2760
2820
2B80
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3%60
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4620



acggatggac
tgaaggatgg
gacagtttat
tgttgagaag
gcgggaaaac
ccctaaaaag
tcectacaagce
gcgaaagaat
tattggacga
tattatctce
caaatcatta
actcgaaaaa
attggaaaat
cgacttatat
ttgagacgct
tecgeaacate
aaacgcttaa
ctcactttgt
tcgtatttaa
tgtgtcagtc
acaatgctac
caggctatgt
aggaagtgtt
agtcactgca
acatgaagca
gagttttcte
gttttcaatt
aatcactgga
caactagcaa
gcaacgecata
gcagttttaa

Jaaaaaaaca

aatectggegt
agcaaagtga
atcgttggtt
ttgacagagt
tctgeaaaat
aactccctaa
tcatagttte
atggggageyg
cacatggtcg
aatattacagq
acggattgga
tattaaaaga
aaataagtcg
gacttataat
ttatcaaacy
agattgetta
agcaaagcac
ccgecgttot
agaggttgaa
tattegtaat
aaagggacag
catagactac
gagtcaattt
tgataggety
aaagaaaatt
ttttttgaca
gaaattagag
accagagact
ttegggtatce
aaaaatatca
gaaaaaatca

agaattattc
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gatatcaaaa
tggctttcac
ctaaggggat
tccaacaaga
cagacattac
cggtegtage
ccttttatta
ccttecttat
aagtasagtt
caccaagaac
cgcttactaa
ttagatatgt
tgctatccta
agcacacttc
agtgttccce
gttatcgett
caattggctc
aatgcectet
ggaattagtg
tteagaagea
tacttcetatg
acaattactc
gggacaccaa
gaattaaaag
ctttteccta
aatctaggag
atgatacttt
ttaagatatt
ataaaggagt
aatgccaaaa
cctagactat

agagttaaca

tctEéthaa
catttcectttt
tccagcaaaa
caaagatatc
agcagatgat
tactttgttt
gttggtccaa
ttactgatat
ctttttecte
gacatcaagce
aaaattaatg
atcataaaac
atcttaaacc
caaaagtttt
ttgaggttca
gttaccéatg
aaagtttatt
taccgagtat
tatcecattat
aagttcettag
gatgtaaatyg
ctgcttcaat
cagtccttgé
gaattgatct
atttttcaaa
ctgagegttg
tagcgtattce
ctatcgggta
gatttaatga
gataatattt
attactgatg

gcactatatt

38

aacaattaaa
aatggtgatt
tatggtggat
caatattatg
tttcaaactt
agtctaraca
ggccaattet
gtaaacctgg
aacgagcaga
ttctaatacg
daaaaaatatt
ccgaattget
actaagcatt
tgtttattta
aaaccgaaag
gggegtactg
tcctaatttc
ccaagtcatt
tgacagcttc
agattatgca
tecatgettta
ggctgatagt
agatatggga
aattacacct
acgtagaaaa
taaaagteogt
tttactgtta
tcaagtcatg
aaaaaattac

atctaccaat

atagtggaga

ggttatggaa

gtagtagtaa
aaatgacaaa
ttgagacctit
tagcttgtat
cgcaacagaa
ctttgaatag
attttttgaa
aattactggt
tttagaactc
tacaatttca
tgaaatcata
agttaattte
agaaagcgcea
ctgacaacca
aacgtccatce
cattttagtyg
ctagaatatt
cgccaagcac
cccattectt
aatgttgget
gtcagtgaat
tcaatgaccg
tatttagétc
gtcaggaaga
gtgattgage
tcgeoctcaag
aaatcagcta
gctazataat
aataécagtt
tgaatgtgga
taatatttict

aaataatgat

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
§300
6360
6420
6480
6540



tctagagtata
ttttctacag
aagtttgata
tataaacata
tatcectgact
aatatgttta
ctttttgaat
tttggtcgtg
actgaaatte
atttctgcaa
atcggaataa
ttttctcecgg
aggttatata
atattcttet
caaaataatyg
cttttgatag
ttaggaggag
ccacttatéa
actgectttga
ttaattattt
gtatatacta
aaaattaaga
tctaacatca
gtagttcttt
ttaggattta
cctaactega
ggcogtattce
gattttcgag
atttatttta
gtacaggcaa
agtattgtat

taaaatatga

aaggattage
gtaattttga
ttatacttce
cgeattttga
atcttgattt
ttatgaaaga
tagaazaagt
tgagtgaaat
cagttatgtt
agcttticaa
ttttaataat
totttatgtt
atttgagaga
ctttaggagt
ttattaatta
ttgtaaccac
gttcatactt
cgaatectet
tceecattite
tattgaatcet
ttattcaatt
aagtagtcat
gaagttctaa
tatctacttg

tttatceccat

tgttggctaa.

ctaatcaate
aatttggagt
aagcgtttat
ttatcggatc
ttacaatatt

caatecagcat
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acactataga
taatatactt
caagcttcega
aaaagattta
ttattatagt
taaatattte
actagatatt
tttattagat
tatggaaaag

caaaaaatat

ttttatgact

taattcactce

atattetate

attttgtact

cgatgataat
aggaaacgta
agaattgaga
cgtaaatata
tattttttrt
tgttttggea
gtttatagga
aatatcaagt
cagtatatat
gatgactgét
cacatatcta
tgtfgtcatg
gatgaacgcﬁ
tgettgettt
cgaaagaaaa
ttttattatt
aagtctgaaa

agtaateccca

cgtcattttt
gataggacgg
cattactata
ttagcaacag
gcactaaaaa
aataattatt
tcagaatatt
gtatggattt
caaaattggt

tattagacta

‘attttegatt

tttttattaa
aaatcaatag
cgtattgttt
ttaaatgtaa
ttctctatta
aatatgatat
ttaacaagat
ctaattagga
acattatcat
ttatcttatt
attatatttt
agégcgtttt
gttgatactt
ttaaattcat
tggcaaggaa
tttagtacac
tetttoottt
agtaaatatc
tggcaattgg
tcaaagaaat

gtttataatg

39

cagataaaaa
tacttgagga
ttgaaacaat
aazgaaataat
gaaaatctge
gtgaatggtt
ctcoctttca
tcaagaataa
gggataaate
ggagazataa
attatataca
taztatctet
aagtaattgt
ctcatgaatt
attggacttt
ttttttoctt
tgggatataa
atatatéggg
#aaaaaacat
ccggtggtag
caaaaaaaaa
ttatatctat
atgcatactt
ataatattca
tttgtaattt
tgcctecagaa
ttttctatet
ttgggagtat
tagtctatta
ggaﬁgactgc
cataactata

ttcaagatta

ggtgagtatt
acatttagag
agaatctcacg
tzaaaaacta
tcatatgttt
attttcgatt
tgcaagagta
tttaaattte
taaaagattt
attgettaca
taaaacagta
ttettectatg
gttagggatg
tttaaaaaat
tttaaaaatt
gaaattceectt
tggagctgaa
accagggttg
tazattttec
aattttactt
tataccaaaa
aattgtctta
ttegggeect
tteacatgga
aataggaatt
tgattgyggta
tttctataaa
ttgtggtttt
tttattaggg
gtttttetta
gaaaaggaga

cataaaaaag

6600
6660
6720
6780
6840
6200
6960
7020
7080
7140
7200
7260
1320
1380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
1980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400

B460



tgtctagatt
ggttetactg
aaagtaatcc
gccacateag
gagtatttat
tatatcacac
aaagctgcaa
atgtatcg§a
tetttaatta
atttattttt
tttgatctta
ctttecatctg
ttatcatcaa
cttaaacagg
ttttetatet
aazatgacaa
tttacattca
agataatatc
tagttttaag
ggcegcaacg
ggatttgttt
ttaactgatg
atgzagaaac
tcacaagcga
taacgactac
agcagattaa
ctttgatggt
c;gtggagta
anccaacga
gccaatcaga
tataaatagt

atgtcacatt

ctatattaag
acttgagtgy
acacagcaaa
aatggataac
ataatttgat
ctaazaagat
ttcggagaat
cggagtattt
catacéagat
atgttaacag
ttgaaatgaa
aagcacatcg
ctaatgaaca
ataaattcat
taaaaaattt
gataaaaaca
gcacataata
tatgggatat
aaccaagtgc
cegaagaage
atgcagegat
aattaggatt
aggecttgaa
tgaaacgagt
ggcaccaatt
aacaattcga
gacttcgygcce
tgoccaaggaa
ttcataagac
ttgacgatgt
atgtatactt

acattgaaaa
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ccagacattt
aagaatttgt
tgggggacag
atttattgat
tcaagtacac
aattaagcac
gttactgéat
taataaatat
attttcagaa
gaaaaattct
tgaagaagca
tcgaatgata
cgatattgat
aaaaaggaat
tggtttaaag
ataatgaaag
atggatctat
gataacgaaa
aaaagattat
cgctgaatac
tcggatgete
gactagttta
tctgaacggt
ttaggagggt
aatctcacca
accaatatca
atgcttggeg
ggaaggcaag
atttggectt
gaatgatgca
tataacaatg

tttaaazaat

tcagatttag
gattattatt
tcggaageaa
tctgatgact
aatgcagata
ggtaacggtg
géaggtttcg
azattegttt
gettcaacaa
actgttaatg
aatazgttta
tgggcatatt
ttatatgege
acttttatte
acatatcgta
atazaaaata
cttttctaca
ttataaatta
taaggttagc
gttgattggg
acggatcgec
ggettggtea
ggctatcata
gctagatgtt
cgattaatga
attttgecgge
agggtaaatc
caagtcttac
aasaaccata
attcatcceeg
gagtgtttta

gtaactttrt

40

azattattct
ccgaaaatga
ggazcgttgg
acgtttctic
tttcaatage
aagtagetct
atatgggagt
caggaaéact
titgtttitgg
gtacttttaa
ttazacataa
ttagtacact
cacaattagt
ccaaaagaga
atgtttggaa.
atgaaaactqg
gtcatttget
tattccacte
aacgttacga
ctagttgtcg
gcgttcocacga
accatcaaca
cgcataacga
taaacgtaaa
acccatgtcyg
tactgaccat
gacagtaagt
tggtcgatge
agggattaag -
tcattggeaa
atgaatcttt

tgcgtgtgaa

tgttgatgat
taaaﬁgtatt
aatcaaaaat
tgattatata
tagttttace
tatggatgca

ttgggygaaa

atttgaagat

agcaaaggat

tataaaaaag
atttecagat
aaatcaagtt
agcttatcte
taagattgeca
tttatattta
ctacaattac
ttgcagagaa
aaattgctcg
ttgttgctac
gcttgctata
agctgattte
tcaccattea
tcaaacatct
gaaaagaata
gtcattactg
aagctacgaa
ggtaacttag
tgacttgcga
ttcatggtta
tctataattg
tgtttagtca

tagctatgta

8520
8580
8640
8700
8760
8820
BgBO
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320

10380



caatgatttt
tcccgtgata
gttagaatat
ttattgttee
ctcaaacata
tagcagtaat
accaaggatt
cttttgtaga
ctgacaaaac,
ctaaaggcetyg
aattcttate
ttaatagtaa
taagagcetta
gaataaatcg
ctctttcaga
atgttttatg
ttattgtgag
ctctaataaa
aggttattat
tatacaatta
ttgattatet
tagttagcta
taaaagttat
aacttaggtg
tattttecgy
caggtcttta
ccttcaggta
ggtagtatag
gtcaaaatgt
gcatatttat
tttcaatcca

gazaatttta

ctgggtggea
attattaact
gattttatat
aacatataat
tcgcaatatt
ttccgattta
atcagtagect
tgcagatgac
aggagctgac
ggttccagat
cagcaacata
tcatatacga
tatgctcget
tccaggaagt
agazsaaaatt
tagtttaatt
gaataaccta
agaaataata
tattaaggcg
tgttaattat
tgttttaatg
tctggacaga
tctgctfgat
gacaggagga
gaggattatt
taattattgt
ttggaattaa
gagtcggttt
ctaaagtett
tgttcgttge
ttgetatagt

aagtaactgt
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gactaatcaa
tatcaagtac
aattaggagt

gttgaaaaat

‘gaagtcatta

atctgtagte

cgaaacactg
aaaattaage
attgtgeqtg
ttcaatgtte
tettttgtag
tttacaccag
aagttagttg
atattaaceca
atatcacaat
ctaaagtcta
tcgttggata
aattctagge
aaaaaccatt
ggatttttta
aatgtgaagt
tgttaagtgt
taagaatggt
cccaatttte
aatgcaaata
gccattactt
ctcatatace
gtatgggaat
ttatgaaata
ttttttaace
tgcagctgea

attaagaaat

gtataaaata
aggccaaaat
agaataaaga
atattaggac
tagtazaatga
atcataatat
gtattgatge
cagactttgt
ggtcattteg
caaccaatta
fttggtcgag
ggattctatt
ctacatcacc
caaaaaccac
ttattagtat
tttatgcatg
ggaagaacag
ccttaaaaga
aagccgttaa
tatcttcaat
catteggtta
taattacagt
aagatttcac
aatccttcct
gtaaaaaatt
accattcctt
aattctattg
cgtcagattyg
ﬁttattttaa
attaatggtce
tttgatatet

tttatagttc

41

gettatacta
actggagctt
gatgaatcca
atgtattgaa
tggtagcacsa
taaggtaatce
ggcaactggt
tagectcegete
agactttaat
tgggacaata
tatectatagg
tgaggatgea
tgaaccaaat
aazaaatgcc
gttaaagecat
tatgagagat
ttgttttgat
aaaaatcaaa
acgaaaatce
gggttcatta
aggggagtcet
gaaggcagat
catctataté
gttatatagt
atetttataa
atttgtcaag
ttcagtattt
cctttgttag
gactattaac
agtatcatga
cttggttttt

agttacttge

gttgacaaca
aacaggaact
ttaatatcaa
tcaatcttag
gatcagtcge
aaccaaaaaa
aaatatatag
tatcaaatty
ggcaatattc
gtattagacc
ctagatttta
gattttacaa
tatgcatata
caaaaaétgt
gaaaaatctg

tggacgggaa

actgctctca

tttttaacaa

aaagggttca
atcactgaat
ttgatttgte
gaaaacttat
cttttattag
ttttgtttaa
tgcaatgtat
aattttggge
tgttttattt
ggataatcag
aatatgttta
atactatttg
tatgggaat£

tctattcagt

10446
10500
10560
10620
10680
16740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240

12300



attttcctat
tctacattaa
aactategtg
caaattgctyg
gtcacgagct
gctagtgeoaa
tatagtaaaa
cctatgatgt
caatttagtg
tggagcaacg
gtgtcggtgt
ctaggtgetg
caacttttta
tatttaattg
acatcttgga
ttaatatttt
tatggattta
actttaattc
gtactaaaga
ccetegaatt
ttcctggtat
tggatattte
caacggtaaa
tgtatctcta
taccagcgag
ttaaacctgt
atcgtacaat
tgaaaataat
-gggtatctgg
ctttettgat
aggattttgt

ttatggtcte

ttgtcaaatc
ttggtaattt
aattaaggec
tccaaattta
ceggettttt
caggtactgt
ttaaggagta
ttggtetgat
atgttattec
caataggtaa
tcattggage
ttggtgcate
taattcataa
caggattagt
tattcattct
tzaaggcaga
ggtacctgee
gattgtgacc
gattteagga
gattgegact
gcaaaatatg
ttggttatte
ggttttagga
tgttttecta
accttacatt
tattttgetyg
gttgggtgec
taatattttg
tctittatct
ttataatett
gagtttctta

taggatgtte
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ttacaatgat
gacttttttic
aataaaécat
tigggttttg
tgatcagtct
catgtfg0ca
catgtacgea
agctattact
tgtgttaatg
tcaatatett
gatagtcaat
aattgcaact
acagcttaat
gatgtttecta
gttggaaatt
aataattaat
tttaggattt
tactttattc
catcgaaagg
attttgicte
gtggcttata
caaqgtttgg
gttatttcta
ttgaccttct
ggaaaaccac
tttcteccte
tigteatega
ttgacgttgg
aacggagétc
gtgattttece
ctagggaaag

tttatcggtt

ttgaatatat
ccaagtttac
ttaaagcaat
aataaaacaa
gataaaatag
cgtgttgcaa
ggtrittett
cctaaatteg
atcgagtcaa
ttaccaacta
ttaatgttaa
gtaatttetg
ttgcatacac
attgtettta
actgtgggeca
aaactaaagt
ttaattcaaa
ttttggeaac
atattegtaa
ttgtcttgta
tcttaggatt
aggattttcg

tettcetatt

ttgaattgct

aatttgattt
aggttgccat
caaatgatgt
tgacttcatt
ataaggccegt
cgataatagc
atttccaaga

ggacaaatat

42

atatattgat
acagatatct
ctttagttat
tgttaggtte
ttaaactggt
atgcectttge
ttgtgtegage
tgecactttt
ttgcaattat
atcaaaataa
atattccact
aaatgtetgt
tgtttt;gga
aaattagttt
taattattta
ttattatgca
ggatttéggt
tttaggtgtit
aaatttectgg
tacatcatta
aagcttgata
tcgtattace
tgtgaaaaca
tgggcaatta
atcctatget
ticactatac
agggatttat
gggaagtgta
taacaagatg
aggtctcttg
ggettatett

tatgggaatc

aacagttita
cgtaaaggtt
gtttatccca
attggattct
tttggctatt
acatagagag
aatttcgatt
ttttacatet
ttttataget
gtcatataca
gattatatat
aactgtgtat
tttatctaag
gttaacaceg
tgttgtttta
taaatagagg
acttatggtt
gctaactatg
ggtatttata
tgttigttct
tcgaaagdaa
gcaaggaata
cctggtgatt
agtatatggt
2agaaacatc
gtgactttgg
gatcaggctt
atgettccaa
catgaattct
attgttaata
gecattgeta

cagattttga

12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260

- 13320

13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220



ttccatataa
ttggacttaa
gttttaacag
gatgtgtcaa
ggactctttg
ggtectiqgteg
aaagacttga
cgttggtgct
agtaaaagty
aggtattaat
ggattatgtc
caagggcagt
taagactect
tgagcctaaa
gitgatcaag
catcatcaag
céaaggaatt
agtagagett
agttgtcttt
tcgeagtett
ggtcaactac
gtatggtaéa
agatgaacca
agaagaagct
ctacgacatg
atazataatg
cggataggte
gaagtttcta
zagttttgeg
aaaagtecta
gtcaaagaac

atagtagtca

tazacatcgt
tctettgtta
aggetttggt
tecttecage
tctttaagat
gtgctatcat
agecaacagtt
ggtttgtccg
attgacaage
gttcacaagt
aaccaatttg
ctttataacc
caagaagtta
aacttggaag
ggatacactg
cgtetteegy
ccgatcggtyg
ggagttgact
acaggaatga
cgttttgaac
acagagcgta
taacctaaga
tactacccaa
gagaaaaatg
cacgtggtca
gctctttgte
ctetttttat
aaaccgaagc
tttggatagt
aagacagttt
teatetacte

gtaagctett

ES2610811 T3

gagttcatge
atttecteca
atgggttatt
catatcaaaa
gtttgtgcaa
ttatattgtc
aatgaaaaac
gagcaatctt
gtgatcacat
atggtgctca
ctgaatttaa
ttccatttaa
aggacaagat
aacaagctat
aaadacaatg
ttegtctaac
gttacaatgt
tctttgecaa
ttgaccagta
acgaagtctt
agattcctta
cagttatcac
tcaatgatga
acaaggttat
ttgagcgtge
aactgtagtyg
gtatgttcag
ccaaccgttt
ccgtttetag
gaaaatagtg
tecttetectg

ttgaaaagac

tetetacgac
tttggetttg
caattgaatt
attatettag
ttgaaaccaa
ttgattattg
taaggagaaa
cgcacatgaa
tggtggcaat
cattttcecat
taactatatc
catgaataca
tgctgaacaa
caagttgatt
gggacgttct

ttttgataac

catcattgaa

tcgtgaagag
ctttgattat
ggatgaagaa
tactcgtate
acgtgaatac
aaagaacaat
cttctotgga
tctagaagte
ggtgacgaaa
tgtgatgaag
gatgtctitg
tgcgtttttg
attgaccttg
aaagtgaaaa

tagtgtctte

43

tattoccoggot
ttggggtctce
tttcaaggat
catcagttgt
tgctaaatgt
tcttacgtgt
aatatgtacg
gctacaaaac
atctactgﬁg
acctcaaata
aactcaccaa
ttttatgcta
acggctgata
ggaccagata
gccacagace
aactacttta
aatatgcttg
cttgaagett
aaacatggtg
aatcﬁt:aag
attgageata
ccagctgatt
gecatgtttg
cgtcttgcag
gttgagaaag
agctaacatc
acacgtttct
atcaacttat
atgtattgct
ctectatttt
agcaaaagcet

gcaacaactt

gttgtcagtg
aattgtatca
attcatcaaa
catgtatctt
agcagtagat
cgttgatatg
attatcttat
gtggcaaaaa
aagatgttga
aaaaagttig
ttgctaact;
tgtggggcac
tgaaagatgt
tctacgaaaa
tgecctecttt
atgaccgtfa
gagatgtaga
cagctgaaaa
agttggagta
gaaatgcegt
agcacttcga
ggaaacgtgg
ctaagtacca
attataaata
aatttattta
tagagaggac
taaagttgat
tagtcgette
tgtgtctaag
cctctatcag
gataaagtgt

catgtggtgce

14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
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15

20

tasagtttgy
ttggaagagt
gttcatgatt
acgatcaaga
agacttatcce
tagtttcgta
taattctgcg
acagcaggga
gtggacgtcy
agttgtgtaa
gtctcageta
agtagagttg
tatttgatca
tgaatctcga
actccgatta
cgtcgetttt
ctctacagtg
tatgctactt
cctatcaaac
aagataaatt

ttgaaattag

cggaaagtct
cgccagtgat
geaattctag
acgattttig
atcgtgataa
tagtagtttg
ccacaaaagc
gtttgtcata
acacacgaag
ctttttgttg
ccgtgactct
gcegtteecge
totttotttg
tatgagtgtc
attctgtggt
cattatagtt
gttttactca
ttgggttage
aacccaaaaa
gaatdgtitc

tattgataca
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ttgaataaaa
ttttcaagge
tctttaaaaa
cgtttggaaa
actgtacctg
gecggegatta
caattccect
atgtttcttg
tcttottgea
gactagattg
cctacaattt
ttgctegaga
gcagtgagga
agtttcaaaa
attcttaata
cttatgggac
ctacagaaat
tcaactecaac
attecaagata
aattcctaaa

gtaaaggcca

<210> 21

<211> 63

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 21

caaggacagt tattgatttt ataatcacta tgtgggtata aaaacgtcaa aatttcattt

gag

<210> 22

<211>41

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 22
ttgattcaac ataaaaagcc agttcaattg aacttggctt t

<210> 23
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

agaattgaga
tcgatagggt
tgctctaccea
gagtctgegg
ttateggact
tcaaggatgg
ttcttgaace
aaagtaaact
atatcagtta
gagatttggt
ttacactgga
agagggattt
catgatggtg
acaagtgaaa
ggtctcataa
tttttgtgta
tatagagcca
cgccttttaa
atatcactaa
agtgtgacca

cctaaaggaa

41

44

gatagttitac
agtgacttct
aggtgctgga
gctagtggga
ttecaatggat
ttatgagttg
caaactcatc
gatcaagctt
gtgacacttt
agtttttcte
aacgacgttt
tagatttttt
tagggtaatc
taatgatatt
gttcttccta
cactcaaaaa
atatatctce
tctecccaaca
tggcaaatgt
aactgataat

tgaagta

agctgtcctt
tatecgaatta
tgatgtggaa
tataagctce
acttcaaaag
gtttgtctea
ccaggacata
acgatagaca
ctcagttagg
aacgatagat
tttcagacgt
ttgaaagtca
sagttttgcet
ttggtcfﬁta
atggtagttt
gctctataat
tgtectatttt
acaataatac
gcccaaataa

gacaaactgt

16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16580
17040
17100
17160
17220
17280
17340

17387

60
63
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<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 23
aaatgaattc agagcaagca cttg 24

<210> 24
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 24
gtcatgtcaa ctttattaag gacg 24

45
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria acidolactica de Streptococcus thermophilus de acidificacion rapida que genera una viscosidad en la
leche fermentada superior a 62 pascales-segundos (Pa.s) después de 14 dias de almacenamiento a 6 °C, en la que
dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 19 o un homdélogo de la misma con al menos 90 %
de identidad con la misma, o un fragmento de SEQ ID N.° 19 que comprende al menos 90 % de la secuencia SEQ
ID N.° 19 y en la que dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 20 o un homélogo de la misma
con al menos 99 % de identidad con la misma.

2. La bacteria acidolactica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha bacteria es resistente a fagos.

3. La bacteria acidolactica de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en la que dicha Streptococcus
thermophilus genera una viscosidad en la leche fermentada superior a 65 Pa.s después de 14 dias de
almacenamiento a 6 °C.

4. La bacteria acidolactica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que dicha bacteria
comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 20.

5. Una cepa de Streptococcus thermophilus aislada depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el numero de
depdsito 18344 el 14 de junio de 2006, o un mutante de la misma, en la que dicho mutante de la misma genera una
viscosidad en la leche fermentada superior a 62 pascales-segundo (Pa.s) después de 14 dias de almacenamiento a
6 °C.

6. Una cepa de Streptococcus thermophilus aislada de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que el mutante de la
misma comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 19 o un homdlogo de la misma con al menos 90 % de
identidad con la misma, o un fragmento de SEQ ID N.° 19 que comprende al menos 90 % de la secuencia de SEQ
ID N.°19.

7. Una cepa de Streptococcus thermophilus aislada de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dicho mutante de la
misma comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 20 o un homélogo de la misma con al menos 99 % de
identidad con la misma.

8. Un cultivo celular que comprende la bacteria acidolactica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o
la cepa de acuerdo con una o cualquiera de las reivindicaciones 5-7, en el que dicho cultivo celular es un cultivo
iniciador, un cultivo probiético o un complemento dietético.

9. Un cultivo celular de acuerdo con la reivindicacion 8 en el que el cultivo iniciador es un cultivo mixto.

10. Un cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-9, en el que el cultivo iniciador
comprende una o mas bacterias acidolacticas seleccionadas de las especies que consisten en Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y/o Bifidobacterium.

11. Un cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7-9 en el que el cultivo iniciador es un
cultivo iniciador deshidratado o un cultivo iniciador congelado.

12. Un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiotico que comprende la
bacteria acidolactica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, la cepa de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 5-7, o el cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-11 vy,
preferentemente, en el que el alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento
probiético es un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o0 complemento probidtico lacteo,
carnico o basado en cereales.

13. Un método para preparar un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento
probidtico que comprende la etapa de afadir la bacteria acidolactica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 4, la cepa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o el cultivo celular de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 - 11, a dicho alimento, aditivo alimentario, pienso,
complemento nutricional o complemento probidtico, y preferentemente en el que dicho alimento, aditivo alimentario,
pienso, complemento nutricional o complemento probiético comprende o consta de un alimento, aditivo alimentario,
pienso, complemento nutricional o complemento probidtico fermentado, o comprende o consta de un alimento,
aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiético lacteo.

14. Un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiético obtenido o que
puede obtenerse por el método de la reivindicacion 13, en el que dicho alimento, aditivo alimentario, pienso,
complemento nutricional o complemento probiético comprende la bacteria acidolactica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 - 4, la cepa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o el cultivo celular de
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acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 - 11.

15. El uso de la bacteria acidolactica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, de la cepa de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o del cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 8 - 11 para la preparacion de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o
complemento probidtico.

16. Un método para aumentar la viscosidad de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o
complemento probidtico, que comprende la adicién de la bacteria acidolactica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 4, de la cepa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o del cultivo celular de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 - 11, a dicho alimento, aditivo alimentario, pienso,
complemento nutricional o complemento probiético.

17. Un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiético obtenido o que
puede obtenerse por el método de la reivindicacion 16, en el que dicho alimento, aditivo alimentario, pienso,
complemento nutricional o complemento probiético comprende la bacteria acidolactica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 - 4, la cepa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o el cultivo celular de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 - 11.

18. El uso de la bacteria de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, de la cepa de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o del cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8
- 11 para aumentar la viscosidad de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento
probidtico.

19. Un método de acuerdo con la reivindicacion 16 o un uso de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que el
alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiético comprende o consta de un
alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiético lacteo.

20. Un método para identificar una bacteria perteneciente al género Streptococcus thermophilus que comprende una
etapa de explorar la bacteria para determinar la secuencia expuesta en SEQ ID N.° 19 o un homoélogo de la misma
con al menos 90 % de identidad con la misma o un fragmento de SEQ ID N.° 19 que comprende al menos 90 % de
la secuencia SEQ ID N.° 19, en el que la Streptococcus thermophilus es la misma que la cepa Streptococcus
thermophilus depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el nimero de depdsito 18344 el 14 de junio de 2006, o0 es una
Streptococcus thermophilus de acidificacion rapida que genera una viscosidad en leche fermentada superior a 62
Pascales-segundos (Pa.s) después de 14 dias de almacenamiento a 6°C.

21. Un método para identificar una bacteria perteneciente al género Streptococcus thermophilus que comprende la
etapa de amplificar el locus CRISPR de una bacteria utilizando al menos un cebador oligonucleotidico directo y al
menos uno inverso, en el que cada uno de los cebadores flanquea lados opuestos de uno o mas espaciadores
CRISPR que estan ausentes en Streptococcus thermophilus DSMZ 18344, en el que la Streptococcus thermophilus
es la mismo que la cepa de Streptococcus thermophilus depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el nimero de
deposito 18344 el 14 de junio de 2006, o es una bacteria acidolactica Streptococcus thermophilus de acidificacion
rapida que genera una viscosidad en leche fermentada superior a 62 Pascales-segundos (Pa.s) después de 14 dias
de almacenamiento a 6°C.

22. Un método de acuerdo con la reivindicacion 21, en el que el cebador oligonucleotidico directo se hibrida con la
SEQ ID N.° 1 y el cebador oligonucleotidico inverso se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.° 2, SEQ ID N.° 3, SEQ
ID N.°4, SEQID N.°5, SEQ ID N.° 6, SEQ ID N.° 7, SEQ ID N.° 8, SEQ ID N.° 9, SEQ ID N.° 10, SEQ ID N.° 11,
SEQ ID N.°12, SEQ ID N.° 13, SEQ ID N.° 14, SEQ ID N.° 15, SEQ ID N.° 16 y/o SEQ ID N.° 17.

23 Un método de acuerdo con la reivindicacién 21, en el que el cebador oligonucleotidico directo se hibrida con
cualquiera de SEQ ID N.° 2, SEQ ID N.° 3, SEQ ID N.°4, SEQ ID N.° 5, SEQ ID N.° 6, SEQ ID N.° 7 y/o SEQ ID N.°
8 y un cebador oligonucleotidico inverso se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.° 9, SEQ ID N.° 10, SEQ ID N.° 11,
SEQ ID N.°12, SEQ ID N.° 13, SEQ ID N.° 14, SEQ ID N.° 15, SEQ ID N.° 16 y/o SEQ ID N.° 17.

24. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 21, en el que el cebador oligonucleotidico directo se hibrida con
cualquiera de SEQ ID N.°2, SEQ ID N.° 3, SEQ ID N.° 4, SEQ ID N.° 5, SEQ ID N.° 6, SEQ ID N.° 7 y/o SEQ ID N.°
8 y el cebador oligonucleotidico inverso se hibrida con SEQ ID N.° 18.

25. Un método de acuerdo con la reivindicacion 21, en el que el cebador oligonucleotidico directo se hibrida con

cualquiera de SEQ ID N.° 9, SEQ ID N.° 10, SEQ ID N.° 11, SEQ ID N.° 12, SEQ ID N.° 13, SEQ ID N.° 14, SEQ ID
No. 15, SEQ ID N.° 16 y/o SEQ ID N.° 17 y el cebador oligonucleotidico inverso se hibrida con SEQ ID N.° 18.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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