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DESCRIPCION

Cebada con una actividad reducida de SSII y productos que contienen almidén con un contenido reducido de
amilopectina

Esta invencién se refiere a una planta de cebada con una actividad reducida de la enzima SSIl que produce un
almidén con un contenido reducido de amilopectina. La invencién también se refiere al almidén, los granos y los
productos alimentarios obtenidos a partir de dicha planta.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Un descubrimiento de las ciencias de la nutricidon consiste en que el almidén resistente tiene importantes
repercusiones sobre el estado de la salud intestinal, en particular la salud del intestino grueso. Los efectos
beneficiosos del almidon resistente provienen del hecho de que este proporciona un nutriente al intestino grueso,
que supone una fuente de energia para la microflora intestinal que se fermenta para formar acidos grasos de cadena
corta, entre otros. Estos acidos grasos de cadena corta proporcionan nutrientes para los colonocitos, potencian la
captacion de ciertos nutrientes a través del intestino grueso y propician la actividad fisioldgica del colon. En general,
si no se proporcionan almidones resistentes u otras fibras dietéticas, el colon se vuelve relativamente inactivo desde
el punto de vista metabdlico.

En los ultimos afios, se han dirigido esfuerzos a obtener almidones resistentes a partir de varias fuentes para
resolver el problema de la salud intestinal. Por consiguiente, se han desarrollado almidones con un contenido
elevado de amilosa en ciertos granos tales como el maiz, para ser empleados en alimentos con el fin de favorecer la
salud intestinal.

La estructura fisica del almidon puede tener una gran repercusion sobre las propiedades nutricionales y de
manipulacion del almidon para productos alimentarios. Ciertas caracteristicas se pueden interpretar como una
indicacion de la estructura del almiddn, incluidas la distribucion de longitudes de cadena de la amilopectina, el grado
de cristalinidad y la presencia de formas cristalinas tales como la forma de tipo complejo V del almidén cristalino. Las
formas de estas caracteristicas también se pueden interpretar como indicadores de las propiedades nutricionales y
de manipulacién de los alimentos que contienen estos almidones. De este modo, una longitud de cadena de la
amilopectina corta puede ser un indicador de una cristalinidad baja y una gelatinizacién baja, y también se cree que
presenta una correlacion con una retrogradacion reducida de la amilopectina. De forma adicional, se cree que una
distribucién de longitudes de cadena de amilopectina mas cortas refleja las propiedades organolépticas del alimento
en el que el almidén esta incluido en cantidades significativas. Una cristalinidad reducida de un almidén también
puede ser indicativa de una temperatura de gelatinizacién reducida del almidon y se cree, ademas, que esta
asociada con unas propiedades organolépticas mejoradas. La presencia de la cristalinidad del complejo V u otro
lipido asociado con el almidén potenciara el nivel de almidon resistente y, de este modo, la fibra dietética.

En el pasado se han identificado lineas de cebada que contienen almidén con un contenido elevado de amilosa.
Estas lineas solamente han proporcionado aumentos relativamente modestos del contenido de amilosa hasta un
maximo de aproximadamente un 45% del almidon total, como en la variedad de cebada conocida como glaciar de
elevado contenido de amilosa (AC38). Aunque los almidones con un contenido elevado de amilosa de este tipo son
utiles, se prefiere un almidén con un contenido de amilosa todavia mas elevado, y se cultivan otras especies de
grano determinadas para que tengan almidones con un contenido mas elevado de amilosa, con niveles en el
intervalo del 90 por ciento. Estos almidones son muy resistentes a la digestiéon y proporcionan un beneficio mayor
para la salud.

La obtencién de almidones con un contenido elevado de amilosa conlleva un problema, porque los almidones con un
contenido elevado de amilosa conocidos también presentan una temperatura de gelatinizacion elevada. La
temperatura de gelatinizacion refleja la energia de conminucion necesaria para procesar los alimentos de este tipo.
De esta manera, normalmente se requieren temperaturas mas elevadas para procesar grano o harina con el fin de
producir alimentos a partir de dichos granos o almidones. De este modo, en general los productos que contienen
almidones con un contenido elevado de amilosa son mas caros. De forma similar, desde el punto de vista del
consumidor, pueden ser necesarios tiempos mas prolongados y temperaturas mas elevadas para preparar los
productos fabricados o para obtener alimentos a partir de harina que contiene almidones con un contenido elevado
de amilosa. De este modo, el hecho de incorporar almidones con un contenido elevado de amilosa en los alimentos
supone una desventaja significativa.

Otro componente nutritivo de los granos y, en particular, de la cebada son los B-glucanos. Los B-glucanos estan
constituidos por unidades de glucosa enlazadas mediante uniones glicosidicas B (1-4) y/o B (1-3) que no se
degradan por la accion de las enzimas digestivas humanas, lo que los hace adecuados como fuentes de fibra
dietética. Los B-glucanos pueden ser parcialmente digeridos por bacterias enddgenas del colon, cuyo proceso de
fermentacién genera acidos grasos de cadena corta (principalmente acetato, propionato y butirato), los cuales son
beneficiosos para las células de la mucosa que revisten el intestino y el colon (Sakata y Engelhard Comp. Biochem
Physiol. 74a:459-462 (1983)).
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La ingesta de B-glucano también tiene como efecto el aumento de la excreciéon de acido bilico, lo que provoca una
reduccion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y el colesterol totales en suero, con una reduccion del riesgo
de enfermedades coronarias. De forma similar, los f-glucanos actian atenuando las oscilaciones de la
concentracion de glucosa posprandial en sangre. Se cree que estos dos efectos se basan en el aumento de la
viscosidad del contenido del estdbmago y los intestinos.

La composicion de los alimentos que contienen almidones y la estrecha relacion de estos almidones con otros
nutrientes u otros componentes pueden tener repercusiones significativas sobre el valor nutricional de estos
alimentos o sobre las caracteristicas funcionales de estos componentes en la preparacion o la estructura de los
alimentos.

Aunque los almidones o -glucanos modificados, por ejemplo, se pueden emplear en alimentos que proporcionan
una funcionalidad que no se puede conseguir normalmente con fuentes no modificadas, el procesamiento de este
tipo tiene tendencia a alterar otros componentes de valor o a asociarse con la percepcion de que es indeseable
debido a los procesos implicados en la modificacion. Por consiguiente, es preferible proporcionar fuentes de
constituyentes que se puedan emplear en los alimentos en su forma no modificada.

La variedad de cebada MK6827 se puede obtener de la coleccion de germoplasma de cebada (centro de
investigacion nacional de germoplasma de granos pequefios USDA-ARS, Aberdeen, Idaho 831290 EE. UU.). El
grano de MK6827 esta encogido y presenta una cascara muy coloreada y una forma alargada; segun los inventores,
es muy dificil procesar este grano, entre otras cosas, porque es muy resistente a la molienda. Las propiedades del
grano MK6827 no han sido caracterizadas anteriormente, no se ha determinado la naturaleza de la mutacién ni
tampoco se considera adecuado para producir alimentos.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencidn se basa en el aislamiento y la caracterizacion de plantas de cebada con SSII mutante, cuyo grano se
ha descubierto que contiene almidéon con un contenido reducido de amilopectina y, por consiguiente, niveles
relativos elevados de amilosa y, por consiguiente, contiene niveles elevados de fibra dietética.

El grano del mutante y el grano de los cruces entre ciertos codigos genéticos contienen ademas un nivel elevado de
B-glucano. Los inventores creen que la combinacion de un nivel elevado de B-glucano y almidén resistente que
contribuye a un contenido elevado de fibra dietética es unica de la presente invencion.

De forma adicional, al menos para algunos codigos genéticos, se ha descubierto que el grano de dichos mutantes
contiene almiddn con niveles relativos elevados de amilosa y presenta ademas temperaturas de gelatinizacion bajas.
Las caracteristicas de hinchamiento reducido del almidon de este tipo durante y tras la gelatinizacion también
presentan ventajas en ciertas aplicaciones dietéticas y de procesamiento de alimentos.

Ademas, se ha descubierto que el grano de dichos mutantes contiene almidén con niveles relativos elevados de
amilosa; los niveles de amilosa determinados son superiores a un 50% del contenido de almidén, que representa un
nivel que no se habia detectado nunca anteriormente en el almidén no modificado procedente de la cebada.

El almidén de los mutantes y las lineas retrocruzadas derivadas de los mutantes (hasta el punto que los retrocruces
se han evaluado) muestran un almidén resistente, con una estructura alterada que se manifiesta mediante unas
caracteristicas fisicas especificas, que incluyen una o mas del grupo que comprende la presencia de un contenido
relativo elevado de amilosa, una inaccesibilidad fisica por tener un contenido elevado de B-glucano, una morfologia
alterada del granulo y la presencia de lipidos asociados al almidéon; y manifestandose la estructura alterada mediante
una caracteristica seleccionada entre una o mas del grupo que comprende una cristalinidad baja, una distribucion de
longitudes de cadena de amilopectina reducida y una presencia de lipidos asociados al almidén apreciables.

De forma adicional, hasta ahora el grano derivado de las plantas mutantes de cebada se puede emplear faciimente
en procedimientos de procesamiento de alimentos.

En un aspecto, la invencién se refiere a un grano de una planta de cebada que comprende un gen SSII mutado, de
manera que la actividad SSII codificada por dicho gen SSII mutado esta suprimida y el contenido total de almidén de
dicho grano tiene un contenido relativo de amilosa de al menos un 50% (p/p), y que a) la proporcién de cadenas de
amilopectina contenidas en el almidon de dicho grano que tienen una longitud comprendida en el intervalo de 6 a 11
residuos es de al menos un 30%, y b) la proporcion de cadenas de amilopectina contenidas en el almidon de dicho
grano que tienen una longitud comprendida en el intervalo de 12 a 30 residuos es inferior a un 65%, y c) la
proporcidon de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 31 a 60 residuos es inferior a un 10%. En otro aspecto, la invencion se refiere a una
planta capaz de producir un grano de acuerdo con la invencion. En un aspecto adicional, la invencion se refiere al
almidén de una planta de cebada, donde dicho almidon tiene un contenido relativo de amilosa de al menos un 50%
(p/p) y donde a) la proporcion de cadenas de amilopectina contenidas en el almidéon que tienen una longitud
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comprendida en el intervalo de 6 a 11 residuos es de al menos un 30%, y b) la proporcion de cadenas de
amilopectina contenidas en el almidén que tienen una longitud comprendida en el intervalo de 12 a 30 residuos es
inferior a un 65%, y c) la proporcion de cadenas de amilopectina contenidas en el almidon de dicho grano que tienen
una longitud comprendida en el intervalo de 31 a 80 residuos es inferior a un 10%.

La invencion también se refiere al uso de un constructo de ADN para reducir la expresion del gen SSIlI en una planta
de cebada, de manera que el almidén del grano obtenido de dicha planta tiene un contenido relativo de amilosa de al
menos un 50% (p/p) y que a) la proporcion de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que
tienen una longitud comprendida en el intervalo de 6 a 11 residuos es de al menos un 30%, y b) la proporcién de
cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud comprendida en el
intervalo de 12 a 30 residuos es inferior a un 65%, y c) la proporcién de cadenas de amilopectina contenidas en el
almidén de dicho grano que tienen una longitud comprendida en el intervalo de 31 a 60 residuos es inferior a un
10%; donde dicho constructo de ADN comprende una secuencia que codifica a) una molécula de ARN antisentido
capaz de interferir en la transcripcion o el procesamiento de la enzima SSilI, b) una ribozima, c) una copia adicional
en la misma orientacion que el gen que codifica la enzima SSII, d) una molécula de ARN bicatenaria o €) un
constructo de horquilla disefiado para producir una molécula de ARN bicatenaria capaz de suprimir la actividad SSl|
endogena.

La invencién también se refiere al uso de a) una molécula de ARN antisentido capaz de interferir en la transcripcion
o el procesamiento de la enzima SSII, b) una ribozima, ¢) una copia adicional en la misma orientacién que el gen
que codifica la enzima SSIl, d) una molécula de ARN bicatenaria o €) un constructo de horquilla disefiado para
producir una molécula de ARN bicatenaria capaz de suprimir la actividad SSIl endégena para reducir la expresion
del gen SSII en una planta de cebada, de manera que el almidon del grano obtenido de dicha planta tiene un
contenido relativo de amilosa de al menos un 50% (p/p) y que a) la proporcion de cadenas de amilopectina
contenidas en el almidon de dicho grano que tienen una longitud comprendida en el intervalo de 6 a 11 residuos es
de al menos un 30%, y b) la proporcién de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que
tienen una longitud comprendida en el intervalo de 12 a 30 residuos es inferior a un 65%, y c) la proporcion de
cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud comprendida en el
intervalo de 31 a 60 residuos es inferior a un 10%.

En un aspecto, se puede afirmar que esta descripcion se refiere al almidon obtenido del grano de una planta de
cebada, teniendo la planta de cebada un nivel reducido de actividad SSll y teniendo dichos granulos de almidén un
contenido elevado de amilosa debido a un contenido reducido de amilopectina.

En otro aspecto, se puede afirmar en términos generales que la descripcion se refiere a un grano util para la
produccién de alimentos obtenido de una planta de cebada, teniendo la planta de cebada un nivel reducido de
actividad SSll y teniendo el almidén de dicho grano un contenido elevado de amilosa debido a un contenido reducido
de amilopectina.

En un aspecto adicional mas, se podria afirmar en términos generales que la descripcion se refiere a una planta de
cebada con un nivel reducido de actividad SSlI, siendo dicha planta de cebada capaz de albergar un grano, teniendo
el almidén de dicho grano un contenido elevado de amilosa debido a un contenido reducido de amilopectina y siendo
dicho grano adecuado para la produccion de alimentos.

Como alternativa, se podria afirmar que la descripcion se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que
codifica una proteina SSU de cebada, siendo dicho acido nucleico capaz de hibridarse en condiciones rigurosas con
SEQ ID NO 1, o a una célula que contiene un vector recombinante replicable que contiene dicha molécula de acido
nucleico. En una forma adicional mas, la invencién podria referirse a una molécula de acido nucleico aislada capaz
de hibridarse especificamente con SEQ ID NO 1.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Para una mejor comprension, la invencion se describira a continuacién haciendo referencia a una serie de ejemplos.

Figura 1 Analisis de la distribucion de tamafios moleculares del almidén, determinado mediante la separacion
por HPLC del almidon en DMSO al 90%. (a) Himalaya, (b) AC38, (c) 342, (d) 292.

Figura 2 Fotografias que muestran la morfologia del grano de las lineas mutantes y parentales. (a) Himalaya,
(b) AC38, (c) 292, (d) Waxiro, (e) 342, (f) Tantangara, (g) MK6827, (h) Sloop. Las dimensiones de
longitud (L), ancho (A) y grosor (G) del grano se ilustran en el panel (a).

Figura 3 Andlisis de la distribucion de longitudes de cadena de varios almidones mutantes y naturales
empleando FACE. (a) Distribucion normalizada de longitudes de cadena, (b) comparacion de las
distribuciones de longitudes de cadena mediante un gréfico de la diferencia. Las muestras eran 342

(m), 292 (@), Tantangara (s), AC38 (a’), MK6827 (@) e Himalaya (+).
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Analisis RVA de las muestras de almidén de la cebada. Las muestras eran Himalaya (‘b), Namoi (4),
AC38 (0), 342 (V), 292 (A) y MK6827 (m). El perfil de temperatura empleado durante el perfil se indica
mediante la linea continua.

Datos de difraccion de rayos X para las lineas mutantes y naturales.

Micrografias electronicas de barrido de almidones de cebada aislados. (a) Himalaya, (b) Waxiro, (c)
AC38, (d) 292, (e) 342, (f) MK6827.

Loci del cromosoma 7H de la cebada que muestra la proximidad de los loci nud1 y sex6. Diagrama
obtenido a partir de GrainGenes (http://wheat.pw.usda.govn, Genes morfolégicos de la cebada, mapa
de 7H, autor: Franckowiak JD).

Correlaciones entre las dimensiones de las semillas y la distribucion de longitudes de cadena del
almidén para las lineas haploides dobles de 292 x Tantangara. Las lineas indicadas con (+)
representan el patron de PCR para Himalaya y las lineas indicadas con (o) representan el resultado
de PCR para 292. Panel (A): representacion del cociente de la longitud entre el grosor de las semillas
frente al porcentaje de cadenas de almiddn con DP entre 6 y 11; Panel (B): representacion del peso de
las semillas frente al porcentaje de cadenas de almidén con DP entre 6 y 11.

Secuencia del ADNc de SSlI de cebada (SEQ ID NO 1) de la variedad cultivada Himalaya.

Estructura de los genes SSll de (1) T. tauschii (trigo diploide), (2) variedad cultivada de cebada Morex.
Las lineas gruesas representan exones y las lineas delgadas, intrones. La linea recta debajo de cada
ejemplo indica la regidén de las secuencias genéticas. La linea de puntos representa una regién del
gen SSIl de cebada, desde el intrén 7, cuya secuencia no se ha determinado, pero se ha establecido
mediante analisis de PCR que tiene una longitud de aproximadamente 3 kb.

Comparaciones de los ADNc de SSII pronosticados para MK6827 (SEQ ID NO 2), Morex (SEQ ID NO
3) y 292 (SEQ ID NO 4), y una secuencia de ADNc de Himalaya (SEQ ID NO 1). Las secuencias
pronosticadas se generaron identificando las regiones de las secuencias gendmicas presentes en el
ADNCc de SSII de Himalaya. Se indican el codon de inicio ATG y el coddn de parada natural, asi como
los codones de parada adicionales presentes en MK6827 (#) y 292 (&), respectivamente.

Comparacién de las secuencias de aminoacidos deducidas a partir de los genes que codifican SSII de
las lineas de cebada 292 (SEQ ID NO 7), Morex (SEQ ID NO 5), MK6827 (SEQ ID NO 8), Himalaya
(SEQ ID NO 8). Los codones de parada adicionales en 292 y MK6827 se indican con los simbolos (&)
y (#), respectivamente.

Posicion de las mutaciones en MK6827 (SEQ ID NO 2) y 292 (SEQ ID NO 4) en el gen SSll de la
cebada.

Desarrollo y uso de un ensayo de PCR para la mutacion 292. (a) Representacién esquematica de una
region de SSIl de Himalaya amplificada por los cebadores ZLSS2P4 y ZLBSSIIP5, (b) representacion
de la regién amplificada del gen SSIlI de 292 empleando ZLSS2P4 y ZLBSSIIP5, que muestra la
ausencia de un sitio NlalV, (c) electroforesis en gel de agarosa de productos digeridos con NlalV de la
cebada; Linea M: escalera de marcador de ADN; linea 1: MK6827; linea 2: Himalaya; linea 3:
Tantangara; linea 4: 292; linea 5: 342.

Representacion esquematica de constructos de ADN disefiados para reducir la expresion de SSll tras
la transformacion estable de la cebada. (1) El gen SSIlI, de los nucleétidos 1 a 2972 (remitase a la
Figura 9 para consultar la secuencia), se inserta entre el promotor y el terminador en la orientacion
sentido. (2) El gen SSII se inserta entre el promotor y el terminador en la orientacion antisentido de los
nucledtidos 2972 a 1 (remitase a la Figura 9 para consultar la secuencia). (3) Constructo duplex en el
que el intron 3 del gen SSIl de la cebada (entre los nucledtidos 1559 y 2851) de la secuencia
gendmica de SSII de Morex se inserta entre los exones 2 y 3 del ADNc de SSIlI de la cebada de
Himalaya (nucledtidos 363 a 1157 de la Figura 9).

Electroforesis SDS-PAGE de proteinas unidas a granulos del almidén. Panel (A): gel para SDS-PAGE
de acrilamida (Acril/Bis 37.5:1) al 8%, sometido al ensayo de Western blot y analizado con una sonda
de anticuerpos contra SSII producidos contra la proteina SSII unida a granulo purificada a partir del
trigo. (B) acrilamida (Acril/Bis 30:0.135) al 12.5%, tefiida con plata. Las migraciones de los estandares
de pesos moleculares de masas definidas (las unidades son kd) se indican a cada lado de la figura.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

indice glucémico. Consiste en una comparacion del efecto de un alimento de prueba, tal como pan blanco o glucosa,
sobre las oscilaciones de la concentracion de glucosa en sangre. El indice glucémico representa una medida del
efecto probable del alimento en cuestidon sobre la concentracion de glucosa en suero posprandial y la demanda de
insulina para conseguir la homeostasis de glucosa en sangre.

Almidén resistente. La suma del almidén y los productos de la digestion del almidén que no se absorben en el
intestino delgado de humanos sanos pero que entran en el intestino grueso. De este modo, el almidén resistente
excluye los productos digeridos y absorbidos en el intestino delgado.

Los almidones resistentes se pueden clasificar en cuatro grupos.

Almidon fisicamente inaccesible RS1. Los ejemplos de esta forma de almidon se generan cuando el almidén esta
atrapado en una proteina o una matriz similar o en una pared celular vegetal, o se pueden generar debido a la
molienda parcial del grano o en legumbres tras su enfriamiento.

Granulos resistentes RS2. Son generalmente almidones crudos tales como los que se generan a partir de la
patata cruda o la banana verde, algunas legumbres y almidones con elevado contenido de almidén.

Almidones retrogradados RS3. Se generan por tratamiento térmico/de humedad del almidén o alimentos con
almidén, como sucede con los copos de maiz, el pan y las patatas cocinadas y enfriadas.

Quimicamente modificados RS4. Se generan mediante modificaciones quimicas tales como la sustitucion o
reticulacion. Esta forma del almidon se suele emplear en alimentos procesados.

Fibra dietética. En esta memoria descriptiva, es la suma de los carbohidratos y los productos de la digestién de
carbohidratos que no se absorben en el intestino delgado de humanos sanos, pero que entran en el intestino grueso.
Esto incluye almidon resistente, B-glucano y otros polimeros carbohidratados solubles e insolubles. Se pretende que
incluya la porciéon de carbohidratos que pueden ser fermentados, al menos parcialmente, en el intestino grueso por
la microflora residente.

La gelatinizacion consiste en el colapso (alteracion) del orden molecular dentro del granulo de almidén con cambios
concomitantes e irreversibles de las propiedades, tales como el hinchamiento de los granos, la fusiéon de los
cristales, pérdida de birrefringencia, desarrollo de viscosidad y solubilizacion del almidon.

Esta invencién se basa en el aislamiento y la caracterizacion de plantas de cebada con SSII mutante, cuyo grano se
ha descubierto que contiene almidéon con un contenido reducido de amilopectina y, por consiguiente, niveles
relativos elevados de amilosa y, por consiguiente, contiene niveles elevados de fibra dietética.

Se ha descubierto que dichos mutantes tienen una serie de caracteristicas bastante deseables y se ha demostrado
que los cruces entre otros codigos genéticos diferentes mantienen al menos algunas de esas caracteristicas.

El grano del mutante y el grano de los cruces entre ciertos cddigos genéticos contienen ademas un nivel elevado de
B-glucano. Los inventores creen que la combinacion de un nivel elevado de B-glucano y un contenido elevado de
fibra dietética es uUnica de la presente invencion.

De forma adicional, al menos para algunos cddigos genéticos, se ha descubierto que el grano de dichos mutantes
contiene almidon con niveles relativos elevados de amilosa y presenta ademas temperaturas de gelatinizacion bajas.
Las caracteristicas de hinchamiento de la gelatinizacion del almidén de este tipo también presentan la ventaja de ser
un hinchamiento reducido, lo que tiene ventajas en ciertas aplicaciones dietéticas y de procesamiento de alimentos.

Ademas, se ha descubierto que el grano de dichos mutantes contiene almidén con niveles relativos elevados de
amilosa; los niveles de amilosa determinados son superiores a un 50% del contenido de almidén, que representa un
nivel que no se habia detectado nunca anteriormente en el almidon no modificado procedente de la cebada.

El almidon de los mutantes, y hasta el punto que los retrocruces se han evaluado, muestra un almidén resistente,
con una estructura alterada que se manifiesta mediante unas caracteristicas fisicas especificas, que incluyen una o
mas del grupo que comprende la presencia de un contenido relativo elevado de amilosa, una inaccesibilidad fisica
por tener un contenido elevado de f-glucano, una morfologia alterada del granulo y la presencia de lipidos
asociados al almidon; y manifestandose la estructura alterada mediante una caracteristica seleccionada entre una o
mas del grupo que comprende una cristalinidad baja, una distribucién de longitudes de cadena de amilopectina
reducida y una presencia de lipidos asociados al almidén apreciables.
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De forma adicional, hasta ahora el grano derivado de las plantas mutantes de cebada se puede emplear facilmente
en procedimientos de procesamiento de alimentos.

El grano de dichos mutantes en una forma contiene preferentemente almidén con niveles relativos elevados de fibra
dietética, mas concretamente amilosa, asi como un nivel elevado de B-glucano. Los inventores creen que la
combinacién de un nivel elevado de B-glucano y un nivel elevado de amilosa es Unica de la presente invencion, y
esta proporciona una fuente Unica de una combinacion de B-glucano y almidon resistente que no requiere, al menos
en las formas mas generales de la invencién, la mezcla del B-glucano y la fibra dietética soluble ni la modificacion de
las partes componentes.

Al mejor saber y entender de los inventores, la planta de cebada de la presente invencién representa el primer caso
de un grano de cebada con niveles relativos elevados de fibra dietética en forma de almiddn resistente con un nivel
elevado de amilosa, que también posee niveles elevados de B-glucano, los cuales se encuentran en el extremo
superior de los niveles habituales de B-glucano o estan por encima de este nivel. Los granos con un contenido de -
glucano todavia superior son del fenotipo ceroso y, por consiguiente, presentan niveles bajos de amilosa.

Es bien sabido que existe una gran variacion de los niveles de B-glucano en la cebada, que oscila en el intervalo de
aproximadamente un 4% a aproximadamente un 18% en peso de la cebada, pero mas habitualmente de un 4% a
aproximadamente un 8% (lzydorcyk et al., (2000) Journal of Agricultural and Food Chemistry 48, 982-989; Zheng et
al., (2000) Cereal Chemistry 77, 140-144; Elfverson et al., (1999) Cereal Chemistry 76, 434-438; Andersson et al.,
(1999) Journal of the Science of Foods and Agriculture 79, 979-986; Oscarsson et al., (1996) J Cereal Science 24,
161-170; Fastnaught et al., (1996) Crop Science 36, 941-946). Se han desarrollado cepas de cebada mejoradas, por
ejemplo, Prowashonupana, que contiene entre aproximadamente un 15% y aproximadamente un 18% en peso de [3-
glucano pero tiene un fenotipo ceroso. Esta se vende comercialmente con el nombre Sustagrain™, (ConAgra™
Specially Grain Products Company, Omaha, Neb., EE. UU.).

Los niveles de B-glucano que se contemplan en esta invencion pueden depender del codigo genético en el que se
reduce la actividad de la enzima que sintetiza la amilopectina. Sin embargo, se propone que la reduccién de la
actividad de la sintesis de amilopectina tendra como efecto el aumento del nivel relativo de fibra dietética que, en
parte, adopta la forma de amilosa, y al mismo tiempo el aumento del nivel de B-glucano. Una explicacion para el
aumento concomitante del B-glucano con niveles relativos elevados de amilosa es que dicho aumento podria ser el
resultado de un efecto de concentracién por el hecho de tener un endospermo reducido y se podria aumentar
adicionalmente a través del desvio de carbono de la sintesis de almiddn a la sintesis de B-glucano.

De este modo, el grano de la planta de cebada posee un contenido de B-glucano preferentemente superior a un 6%
del peso total del grano sin cascara o, mas preferentemente, superior a un 7% y, de forma mas preferida, superior a
un 8%; sin embargo, se han determinado niveles de -glucano en un mutante ceroso de incluso un 15%-18% vy la
presente invencion puede contemplar niveles tan elevados como estos o incluso mas elevados.

En una segunda forma preferida, el grano de la planta de cebada presenta una temperatura de gelatinizacion
reducida (determinada por calorimetria diferencial de barrido), ademas del contenido relativamente elevado de
amilosa. A partir de los datos mostrados para la cebada a modo de ejemplo, se observa que esta temperatura de
gelatinizacion reducida no solo es reducida cuando se compara con el almidén producido por cebada con un
contenido en cierta manera elevado de amilosa, sino también cuando se compara con el almidén producido a partir
de cebada con almidon que posee niveles normales de amilosa. De este modo, aunque la invencién contempla
temperaturas de gelatinizacién reducidas con relacién a un almidén correspondiente con un contenido elevado de
amilosa, también puede contemplar una temperatura de gelatinizacion reducida con relacién a la de un almidén con
niveles normales de amilosa.

De forma adicional, en los cddigos genéticos evaluados hasta la fecha, el almidén también se caracteriza por un
hinchamiento en agua caliente en exceso menor que el hinchamiento de otros almidones evaluados.

El almiddén de la invencién posee niveles de amilosa superiores a un 50% del contenido de almidén, que representa
un nivel que no se habia detectado nunca anteriormente en el almidén no modificado procedente de la cebada.

El almidén de la planta de cebada de la presente posee un contenido relativo elevado de amilosa y mucho mas
elevado de lo que cabria esperar para una mutacién en el gen SSll u otro gen de la almidén-sintasa. De este modo,
en mutantes de trigo en SSII se obtienen niveles relativos de amilosa de aproximadamente un 35% del almidén. Se
puede considerar que el contenido de amilosa del almidén es elevado cuando el contenido es significativamente
superior a un 25%, aproximadamente, presente en el grano de cebada normal, y por consiguiente puede ser
superior a aproximadamente un 30% p/p del almidén total. Las plantas de cebada conocidas que se considera que
poseen un contenido elevado de amilosa tienen un contenido de un 35-45%. Sin embargo, la presente invencion
proporciona cebada con un contenido de amilosa superior a un 50%, que representa un nivel que no se habia
detectado nunca anteriormente en el almidén no modificado procedente de la cebada.
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El contenido relativo de amilosa puede ser superior a un 60% y, mas preferentemente, aun superior a un 70%.
Podria ser deseable tener niveles incluso superiores y, de este modo, se han podido alcanzar niveles incluso
superiores en otras plantas cultivandolas con mutaciones Unicas, dichos niveles se acercan a un 90%. Por
consiguiente, la invencion puede englobar niveles de amilosa superiores a un 80% o superiores a un 90%.

En una cuarta forma preferida, el almidéon presenta ademas una estructura alterada que genera el almidon
resistente. Este puede proceder del contenido elevado de amilosa. El almidén resistente también se puede generar
porque el B-glucano esta presente en niveles elevados y este posiblemente ejerce efectos protectores debido a la
asociacion del B-glucano con el granulo de almidon; la cercania de la asociacién proporciona potencialmente un
efecto protector para el almidén, lo que proporciona de este modo una resistencia que se puede caracterizar como
una forma RS1, la cual resulta inaccesible en cierta manera para la digestion. De forma similar, también es probable
que la presencia de una asociacién almiddn-lipido, determinada por la cristalinidad del complejo V, contribuya al
nivel de resistencia del almidén. En este caso, es probable que la resistencia se genere por causa de la
inaccesibilidad fisica del almidén debida a la presencia del lipido y, por consiguiente, este se puede considerar como
un almidén RS1. Es bien sabido que el almidén retrogradado que adopta la configuracion de complejo V es
altamente resistente a la digestion y, por consiguiente, se prevé que la amilopectina que forma parte de la estructura
cristalina del complejo V también sea resistente a la digestion. El almidén de la planta de cebada a modo de ejemplo
puede ser resistente a la digestion debido a la estructura del granulo de almidén y, por consiguiente, puede tener un
almidén RS2. Cada una de estas caracteristicas puede estar presente de forma separada o como una combinacion
de dos 0 mas de estas caracteristicas.

El contenido elevado de fibra dietética puede adoptar la forma, al menos en parte, de almidén resistente, que se
puede caracterizar por un contenido elevado de amilosa de los granulos de almidén, segun se ha mencionado
previamente.

El contenido relativo de amilosa puede ser superior a un 60% y, mas preferentemente, superior a un 70%. Podria ser
deseable tener niveles incluso superiores y, de este modo, se han podido alcanzar niveles incluso superiores en
otras plantas cultivandolas con mutaciones unicas, dichos niveles se acercan a un 90%. Por consiguiente, la
invencion puede englobar niveles de amilosa superiores a un 80% o superiores a un 90%.

Podria ser deseable que la planta de cebada exprese adicionalmente un nivel alterado de la actividad de una o mas
enzimas diferentes implicadas en la sintesis de la amilosa o de otras enzimas, para elevar mas el nivel relativo de
amilosa. De este modo, la planta de cebada puede poseer otra mutaciéon que reduzca o altere adicionalmente la
biosintesis de amilopectina, o una mutacién o cédigo genético que aumente la biosintesis de amilosa. Por ejemplo,
la planta de cebada puede mostrar un genotipo extensor de amilosa, tal como una planta de cebada que contiene la
mutacion amo1. Un ejemplo de una planta de este tipo es la variedad conocida como AC38 (también conocida como
glaciar de elevado contenido de amilosa).

Se sobreentendera que el nivel relativo de amilosa al que se hace referencia se expresa en funcion del contenido de
almidoén total y, de este modo, el resto de almidén puede ser predominantemente un tipo intermedio de almidén o
puede ser predominantemente amilopectina o una mezcla de ambos. En la cebada analizada, el nivel elevado de
amilosa proviene de niveles reducidos de amilopectina y, por consiguiente, el nivel relativo de amilosa no proviene
de una mayor sintesis de amilosa.

Es bien sabido que el B-glucano provoca como efecto el enlentecimiento de la digestiéon en el intestino delgado
simplemente debido a su presencia, cuando se encuentra junto con otro componente alimentario. De forma similar,
es bien sabido que las moléculas resistentes yuxtapuestas cerca de los granulos de almidén permiten enmascarar el
almiddn y contribuyen a su resistencia haciéndolo fisicamente inaccesible. Por consiguiente, los niveles elevados de
amilosa y otras formas de almidén que se pueden generar a partir de la asociacién con un lipido, se veran
aumentados adicionalmente por la presencia y la yuxtaposicion fisica a los granulos de almidén. Por lo tanto, se
proporciona un aumento significativo de los efectos del almiddn resistente, asi como otros efectos beneficiosos, que
proceden de los niveles elevados de B-glucano.

De forma adicional, es bien sabido que existe una respuesta a la dosis en cuanto a los efectos beneficiosos del
almidon resistente y el B-glucano. Por consiguiente, se propone que el nivel aumentado de B-glucano, junto con los
niveles aumentados de almidén resistente, proporcionaran mayores beneficios para la salud.

La combinacién de los niveles de B-glucano y almidén resistente de al menos las formas preferidas de esta
invencién no se ha detectado anteriormente y definitivamente no se ha detectado en ninguna fuente que no
contenga cierto grado de modificacion o purificacion y, por lo tanto, las formas de la presente invencién proporcionan
una fuente Unica y practica para obtener estos beneficios.

Otro aspecto preferido del almidén es que, a pesar del contenido relativo elevado de amilosa, también presenta una
temperatura de gelatinizacion baja, determinada por calorimetria diferencial de barrido. Esto contrasta con la
conclusion general de que los almidones con un contenido elevado de amilosa tienen tendencia a presentar una
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mayor temperatura de gelatinizacion, lo que introduce limitaciones en el modo en que se pueden emplear los
almidones con un contenido elevado de amilosa. A partir de los datos mostrados para la cebada a modo de ejemplo,
se observa que esta temperatura de gelatinizacién reducida no solo es reducida cuando se compara con el almidén
producido por lineas con un contenido en cierta manera elevado de amilosa, sino también cuando se compara con el
almidon producido a partir de cebada con almiddn que posee niveles normales de amilosa. De este modo, aunque
un aspecto preferido de la invencidon contempla temperaturas de gelatinizacion reducidas con relacién a un almidon
correspondiente con un contenido elevado de amilosa, también puede contemplar una temperatura de gelatinizacion
reducida con relacion a la de un almidén con niveles normales de amilosa. Para almidones con un contenido elevado
de amilosa, ciertos aspectos del procesamiento requieren temperaturas mas elevadas y, por consiguiente, requieren
inherentemente una entrada de energia mas elevada, lo que resulta caro y puede destruir la funcionalidad de otros
componentes alimentarios. De forma similar, desde el punto de vista del consumidor final, los alimentos que
contienen almiddn con un contenido elevado de amilosa pueden resultar menos adecuados, debido a que requieren
una temperatura mas elevada y un tiempo mas prolongado para su preparaciéon. De este modo, por ejemplo, en esta
forma preferida de la invencién, ahora resulta posible obtener un producto, tal como los fideos, que requiere la
adicion de agua hirviendo o caliente a un recipiente, tal como una taza, y no requiere un calentamiento durante un
periodo prolongado de tiempo, a la vez que se consigue el suministro de los almidones resistentes y otros
constituyentes de valor nutricional al intestino grueso.

Un efecto destacado de las bajas temperaturas de gelatinizacion de estos almidones son las menores exigencias en
cuanto a la temperatura y, por lo tanto, la menor exigencia en cuanto a la energia de trituracion del alimento. Un
corolario consiste también en que cuando la mezcla tiene lugar a temperatura ambiente y a continuacién se calienta
la mezcla, como suele ser el caso para ciertos procesamientos de alimentos, la baja temperatura de gelatinizacion
también reduce el tiempo necesario para lograr la gelatinizacion. De forma adicional, para un intervalo de
temperaturas por debajo de la temperatura necesaria para obtener una gelatinizacion completa del almidén normal,
se producira mas gelatinizacion completa del almidén de la presente invencion que del almidén normal.

Una medida de la capacidad de gelatinizacién se refleja en las propiedades térmicas determinadas por DSC
(calorimetria diferencial de barrido). El inicio del primer pico (pico de gelatinizaciéon) de DSC puede estar a menos de
53 °C, mas preferentemente a menos de 50°C y, de forma mas preferida, a menos de aproximadamente 47°C. El
inicio del primer pico se puede considerar como el inicio de la gelatinizacion. El almidén producido a partir del grano
de la cebada puede presentar un primer pico a menos de aproximadamente 60 °C, mas preferentemente a menos
de 55 °C y, de forma mas preferida, a menos de 52 °C. La AH (entalpia) del primer pico puede ser inferior a
aproximadamente 3.5, mas preferentemente inferior a aproximadamente 1.0 y, de forma mas preferida, inferior a
aproximadamente 0.5.

Otro descubrimiento acerca de la gelatinizacion de las harinas que contienen los almidones de esta invencion es que
muestran un hinchamiento reducido. El volumen de hinchamiento se determina habitualmente mezclando un almidén
o harina con exceso de agua y calentando hasta temperaturas elevadas, normalmente superiores a 90 °C. A
continuacién la muestra se separa por centrifugacién y el volumen de hinchamiento se expresa como la masa del
material sedimentado dividida entre el peso seco de la muestra. Se ha determinado que los volumenes de
hinchamiento de las harinas de almidones de cebadas normales y cerosas son superiores a aproximadamente 5.5.
Los volumenes de hinchamiento de las harinas hechas a partir de un grano con un contenido elevado de amilosa
(AC38) son de aproximadamente 3.75, mientras que para los granos de los mutantes y los cruces examinados son
inferiores a 3.2, preferentemente inferiores a 3.0, pero generalmente superiores a aproximadamente 2.

Esta caracteristica de gelatinizacién con poco hinchamiento es particularmente util cuando se desea aumentar el
contenido de almiddn de un preparado alimentario, en particular un preparado alimentario hidratado. En el caso de la
presente, podria ser deseable aumentar el contenido de fibra dietética de una solucién coloidal u otro preparado
liquido, donde de otra manera se produciria una restriccion en cuanto al suministro del preparado alimentario.

Esta caracteristica, junto con la temperatura de gelatinizacion reducida que exhibe el almidéon de la presente,
proporciona la posibilidad de aumentar significativamente los beneficios nutricionales de los alimentos cuando se
requiere una preparacion rapida, como en sopas instantaneas y fideos instantaneos.

Se postula que los efectos de la temperatura de gelatinizacion son el resultado de una estructura alterada de la
amilopectina en el endospermo de su grano, y una medida de esta estructura es la distribucién de las longitudes de
cadena (grados de polimerizacion) de las moléculas de almidén tras la desrramificaciéon por accién de la isoamilasa.
Un andlisis de las longitudes de cadena del contenido de amilopectina del almidon de los mutantes SSIl a modo de
ejemplo mostré que, tras la desrramificacion, presentan una distribucion de longitudes de cadena en el intervalo de 5
a 60, que es mas corta que la distribucion del almidén obtenido a partir de las lineas no mutantes tras la
desrramificacion. El almidén con longitudes de cadena mas cortas también presentara un aumento proporcional de
la frecuencia de ramificacion. De este modo, el almidén también puede presentar una distribucion de longitudes de
cadena mas cortas de amilopectina. La proporcion de cadenas de almidén con un grado de polimerizacion
comprendido en el intervalo de 6 a 11 residuos es superior a un 30% y, mas preferentemente, superior a un 35%. La
proporcion de cadenas de almidon con un grado de polimerizacion comprendido en el intervalo de 12-30 residuos es
inferior a un 65%, mas preferentemente inferior a un 60% y, de forma mas preferida, inferior a aproximadamente un
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55%. La proporcion de cadenas de almidon con un grado de polimerizacién comprendido en el intervalo de 31-60
residuos es inferior a aproximadamente un 10%, mas preferentemente inferior a aproximadamente un 8%, pero
también preferentemente superior a aproximadamente un 5% y, mas preferentemente, superior a aproximadamente
un 6%. La combinacion de las proporciones de los tres intervalos de longitudes de cadena se considera como un
indicador de que un almidén es del tipo conforme con la presente invencién.

Es probable que la reduccién de la distribucion de longitudes de cadena contribuya a la obtencion de temperaturas
de gelatinizacion mas bajas. También se cree que la longitud de cadena reducida potencia las propiedades
organolépticas del almidén, en particular la textura en boca, lo que quizas contribuye de este modo a la obtencion de
un producto placentero. De forma adicional, se ha postulado que la longitud de cadena reducida de la amilopectina
puede reducir el nivel de degradacion de la amilopectina, lo que repercute sobre la calidad del alimento, por ejemplo,
se cree que es importante en el envejecimiento del pan.

De forma adicional, se ha demostrado que la estructura del almidén en el almidén a modo de ejemplo difiere en que
el grado de cristalinidad es menor en comparacion con el almidéon normal aislado de la cebada. Cuando se combina
con una distribucion de longitudes de cadena de amilopectina reducida, la cristalinidad granular reducida podria
indicar que la temperatura de gelatinizacion sera menor. También se cree que la cristalinidad reducida de un almidon
se asocia con unas propiedades organolépticas mejoradas y, cuando se combina con longitudes de cadena mas
cortas de la amilopectina, contribuye a una textura en boca mas placentera. De este modo, el almidén puede exhibir
de forma adicional una cristalinidad reducida, que procede de niveles reducidos de la actividad de una o mas
enzimas implicadas en la sintesis de amilopectina. La proporcién de almidén que exhibe cristalinidad puede ser
inferior a aproximadamente un 20% y, preferentemente, inferior a aproximadamente un 15%.

Una medicion adicional de las propiedades del almidén de la presente se realiza midiendo la viscosidad. Empleando
un viscosimetro rapido (RVA, por sus siglas en inglés) se ha descubierto que la viscosidad maxima del almidon de
esta invencion es significativamente diferente que la de los almidones normales y cerosos y los almidones con un
contenido elevado de amilosa obtenidos a partir de la cebada. Las mediciones se realizaron en productos integrales,
sin embargo, las propiedades del almidén seran predominantes en estas mediciones. Los almidones normales y
cerosos presentan una viscosidad maxima de entre aproximadamente 900 y aproximadamente 500 unidades de
RVA, el almidén con un contenido elevado de amilosa conocido presenta una viscosidad maxima superior a 200,
mientras que las plantas de cebada de acuerdo con la presente invencidn presentan una viscosidad maxima inferior
a 100, siendo para la mayoria inferior a aproximadamente 50 y en algunas plantas de incluso aproximadamente 10
unidades de RVA. Un experto en la materia sobreentendera que las unidades empiricas citadas para los parametros
y los resultados citados pretenden indicar las propiedades relativas de estos almidones en instrumentos RVA o
instrumentos similares tales como el amilégrafo.

Ademas de la cristalinidad reducida mencionada previamente, el almidén de la presente se puede caracterizar por la
presencia de la forma de tipo complejo V del almiddn. Los inventores creen que esta es la primera ocasién en que se
ha observado esta forma del almidén en cantidades apreciables en los granulos de almidon de un grano. Esta forma
de almidon se asocia normalmente con el almidén retrogradado, en particular cuando ha estado en contacto con
lipidos. En el caso de la presente invencion, se postula que la estructura del almidén permite la formacion de una
relacion intima entre los lipidos de la planta y el almidén, que proporciona la estructura del complejo V. Se cree que
esta forma del almidén puede presentar beneficios para la salud, porque manifiesta una digestibilidad reducida y, por
consiguiente, puede contribuir a aumentar el almidon resistente.

También se pueden obtener otras formas de estructura de la interaccién lipido-almidén e incluyen complejos de
lipido-almidén no cristalinos. De este modo, también se puede considerar que la invencién se refiere a una planta de
cebada que exhibe cantidades apreciables de complejos de almiddn-lipido en el contenido de almidon del
endospermo de su grano, como resultado de los niveles reducidos de la actividad de una o mas enzimas implicadas
en la sintesis de amilopectina. Los almidones que contienen complejos de almidén-lipido, incluidos los que
presentan una estructura de complejo V, también son normalmente resistentes a la digestion y, por consiguiente,
contribuyen a aumentar los niveles de fibra dietética. Preferentemente, la proporcion de almidén cristalino que
exhibe una forma de cristalinidad caracteristica de un complejo de almidén-lipido es superior a aproximadamente un
50% y, mas preferentemente, superior a aproximadamente un 80%.

Ademas de la presencia de la forma de tipo complejo V del almiddn, dicho almidén también puede exhibir cantidades
no apreciables de las formas de tipo complejo A del almidon. La ausencia del complejo A se puede considerar como
una indicacion de la presencia de un almidén de esta invencion.

También se ha descubierto que la temperatura de pastificacion de los almidones y productos hechos a partir del
grano de esta invencion es considerablemente elevada. La temperatura de pastificacion en almidones conocidos es
inferior a 70 °C, tanto para almidones normales como para almidones con un contenido elevado de amilosa. Sin
embargo, los almidones de la presente invencion exhiben preferentemente temperaturas de pastificacion superiores
a aproximadamente 75 °C o, mas preferentemente, superiores a aproximadamente 80 °C. Cabe destacar que estas
son medidas empiricas y se deben interpretar como relativas a las mediciones de los otros almidones.
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Se ha determinado que el almidon de la planta de cebada a modo de ejemplo contiene cantidades significativas de
fibra dietética y almidon resistente; supuestamente este aumento es el resultado, al menos en parte, del nivel relativo
elevado de amilosa; sin embargo, también puede existir una contribucion de la fibra dietética debido a los complejos
de almidon-lipido, incluido el complejo V, o debido a la asociacién intima de la amilosa o la amilopectina con el 3-
glucano. De forma similar, el nivel elevado de B-glucano también puede suponer una contribucién significativa al
aumento de la fibra dietética.

Los niveles relativos elevados de amilosa en el endospermo de la planta de cebada a modo de ejemplo proceden
muy probablemente de la produccion alterada de amilopectina, como resultado de una reduccién del nivel de
actividad de la enzima SSII.

Cabe esperar que las mutaciones en el gen que codifica esta enzima exhiban un mayor contenido de amilosa y/o
una reduccion del nivel de amilopectina. Cuando solo se reduce la sintesis de amilopectina, el almidén exhibe un
mayor nivel relativo de amilosa.

Se puede lograr la supresion de la actividad de la enzima implicada en la sintesis de amilopectina mediante las
mutaciones adecuadas en un gen respectivo o secuencias reguladoras del gen. Las mutaciones a modo de ejemplo
de esta invencion, por ser mutaciones SSIl en la cebada, son mutantes de truncamiento y es bien sabido que estos
tienen una repercusion significativa sobre la naturaleza del almidén. También pueden resultar eficaces otras
reordenaciones cromosomicas, que pueden incluir deleciones, inversiones, duplicacion o mutaciones puntuales.

Dichas mutaciones se pueden introducir en cddigos genéticos deseables tanto mutagenizando las variedades de
interés, como, de forma mas fiable, cruzando el mutante con una planta que contiene el codigo genético deseado y
realizando un nuimero adecuado de retrocruces para eliminar el cédigo inicial originalmente indeseado. Se puede
conseguir el aislamiento de las mutaciones realizando una criba de las plantas mutagenizadas.

Se puede adoptar una estrategia de biologia molecular como alternativa a los métodos convencionales. En esta
memoria descriptiva se presenta la secuencia SSII. Los vectores que contienen las mutaciones deseadas y un
marcador seleccionable se pueden introducir en plantas de cultivo de tejido o en sistemas vegetales adecuados tales
como los protoplastos. Las plantas en las que se ha integrado una mutacién en un cromosoma para reemplazar un
alelo natural existente se pueden someter a una criba, por ejemplo, empleando una sonda de acidos nucleicos
adecuada especifica para la mutacion y observacion fenotipica. En la materia existe constancia de métodos para
transformar plantas monocotiledéneas, tales como la cebada, y para regenerar plantas a partir de protoplastos o
embriones de plantas inmaduros; remitase, por ejemplo, a la solicitud de patente canadiense 2092588 de Nehra, la
solicitud de patente australiana N.° 6178194 del Consejo Nacional de Investigacién de Canada, la patente
australiana N.° 667939 de Japan Tobacco Inc., la solicitud de patente internacional WO 97/48814 de Monsanto
Company, la patente de los EE. UU. 5589617 y otros métodos expuestos en la memoria descriptiva de la patente
WO099/14314.

También se pueden adoptar otras estrategias conocidas para alterar la actividad de la enzima implicada en la
sintesis de la amilopectina que no sean el uso de mutaciones. De este modo, por ejemplo, esto se podria realizar
mediante la expresion de moléculas antisentido adecuadas que interfieran con la transcripcién o el procesamiento
del gen o los genes que codifican la enzima implicada en la sintesis de la amilopectina. Estas se pueden basar en la
secuencia de ADN que se elucida en la presente para el gen SSIl de la cebada. Estas secuencias antisentido
pueden ser para los genes estructurales o para secuencias que ejercen un control sobre la expresién genética o el
evento de corte y empalme. Se ha hecho referencia a estas secuencias previamente. Los métodos para elaborar
secuencias antisentido son de uso comun en la materia y se pueden encontrar ejemplos de estos en, por ejemplo, la
patente de los EE. UU. 5190131, la memoria descriptiva de la patente europea 0467349 Al, la memoria descriptiva
de la patente europea 0223399 Al y la memoria descriptiva de la patente europea 0240208. Los métodos para
introducir y mantener dichas secuencias en plantas también estan publicados y son conocidos.

Una variacién de la técnica antisentido consiste en emplear ribozimas. Las ribozimas son moléculas de ARN con
funcién enzimatica que pueden escindir otras moléculas de ARN en sitios especificos definidos por una secuencia
antisentido. La escision del ARN bloquea la expresion del gen diana. Se hace referencia a la memoria descriptiva de
la patente europea 0321201 y a la memoria descriptiva WO 97/45545.

Otra estrategia de biologia molecular que también se puede emplear consiste en la cosupresion. No se conoce
plenamente el mecanismo de cosupresion, pero se sabe que implica la introduccion de una copia adicional de un
gen en una planta en la orientacién normal. En algunos casos la copia adicional del gen interfiere con la expresion
del gen diana de la planta. Remitase a la memoria descriptiva de la patente WO 97/20936 y a la memoria descriptiva
de la patente europea 0465572 para consultar métodos de implementacion de las estrategias de cosupresion.

Un método adicional que se puede emplear utilizando las secuencias de ADN consiste en la supresion genética
mediada por ARN bicatenario o duplex. En este método, se emplea un ADN que dirige la sintesis de un producto de
ARN bicatenario. La presencia de la molécula bicatenaria desencadena una respuesta del sistema de defensa de la
planta que destruye tanto el ARN bicatenario como el ARN procedente del gen diana de la planta, lo que reduce o
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elimina eficazmente la actividad del gen diana. Remitase a la memoria descriptiva de la patente australiana
99/292514-A y a la memoria descriptiva de la patente WO 99/53050 para consultar métodos de implementacion de
esta técnica.

Se sobreentendera que la invencion puede surgir como resultado de la reduccién de los niveles de actividad de dos
0 mas de los genes anteriores empleando una estrategia de biologia molecular.

Un producto importante que se podria contemplar en particular como resultado del contenido elevado de amilosa y el
contenido elevado de B-glucano es un producto bajo en calorias con un indice glucémico reducido. Un producto bajo
en calorias se puede basar en la incorporacion de harina producida a partir de grano molido. Sin embargo, puede
ser deseable descascarillar en primer lugar el grano, para eliminar quizas un 10% o 20% en peso del grano, de
manera que se elimine la capa de aleurona y, para una mayor reduccion, se elimine también el germen. El efecto del
paso de descascarillado es reducir el contenido de lipidos y, por consiguiente, reducir el valor calérico del alimento.
Los alimentos de este tipo tendran el efecto de saciar, potenciar la salud del intestino, reducir la concentracién de
lipidos y glucosa en suero posprandial, a la vez que proporcionan un producto alimentario bajo en calorias. El uso
del producto descascarillado provocaria una reduccion de los beneficios nutricionales proporcionados por la capa de
aleurona y el germen. Es probable que la harina producida a partir del producto descascarillado tenga un aspecto
mejorado, porque un producto producido de este modo tiene tendencia a ser mas blanco.

Algunos aspectos de esta invencion también se refieren a la combinacion de la capa de aleurona y el germen con
niveles elevados de fibra dietética. Concretamente, esto se refiere a los niveles relativos en cierta manera mas
elevados de aleurona o germen presentes en el grano a modo de ejemplo. En primer lugar, la cebada presenta una
capa de aleurona significativamente mas grande que otros granos comerciales, como resultado de tener una capa
de aleurona de tres células. En segundo lugar, el grano de cebada a modo de ejemplo estd ademas encogido, lo que
significa que el endospermo esta presente en cantidades reducidas; un corolario de esto es que la capa de aleurona
y el germen estan presentes en cantidades relativas elevadas. De este modo, la cebada presenta un nivel
relativamente elevado de ciertos elementos beneficiosos o vitaminas combinados en un sistema de suministro de
almidon resistente; dichos elementos incluyen cationes divalentes, tales como el ca™ biodisponible, y vitaminas,
tales como el folato, o antioxidantes, tales como los tocoferoles y tocotrienoles. De este modo, el calcio se ha
establecido como suministro de material para el crecimiento y la deposicion de los huesos y otros tejidos calcificados
y para reducir el riesgo de sufrir osteoporosis en edades mas avanzadas. Se ha descubierto que el acido félico
ejerce un efecto protector contra los defectos del tubo neuronal cuando se consume periconceptualmente y reduce
el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, de manera que potencia los efectos de la combinacién de
almiddn resistente y B-glucano. También se cree que el acido félico tiene como efecto la reduccion del riesgo de
sufrir ciertos tipos de cancer. El tocoferol y los tocotrienoles presentan los beneficios de los antioxidantes y se cree
que reducen el riesgo de sufrir cancer y enfermedades cardiovasculares; también tienen como efecto la reduccion de
los efectos indeseables de la oxidacién de los componentes de un alimento tales como los acidos grasos, que
pueden provocar ranciedad. Cuando estos componentes de esta forma preferida de grano de cebada o productos
hechos a partir de este constituyen un envase adecuado con el grano unico, una forma especifica de producto
molido puede ser aquella en la que la capa de aleurona se incluya en el producto molido. Se pueden llevar a cabo
procesos de molienda particulares para aumentar la cantidad de la capa de aleurona en el producto molido. Se hace
referencia a este método en Fenech et al., (1999) J Nutr 129: 1114-1119. Por lo tanto, cualquier producto derivado
de grano molido o procesado para incluir la capa de aleurona y el germen poseera beneficios nutricionales
adicionales y no sera necesario afiadir estos elementos de fuentes diferentes.

Se sobreentendera que la planta de cebada de la presente invencidon es preferentemente una que contenga un
grano util para la produccién de alimentos y, en particular, para la produccion de alimentos comerciales. Una
produccién de este tipo puede incluir la produccion de harina u otro producto que puede constituir un ingrediente de
la produccion de alimentos comerciales. Un contenido de almidon superior a aproximadamente un 12% o quizés
superior a aproximadamente un 15% tendria un menor grado de utilidad. O de forma similar, esto puede incluir la
capacidad de moler el grano; de este modo, aunque la cebada descascarillada se puede producir a partir de la
mayoria de formas de grano, ciertas configuraciones de grano son particularmente resistentes a la molienda. Otra
caracteristica que puede tener una repercusion sobre el hecho de que una variedad produzca un grano que se
pueda emplear comercialmente es la decoloracién del producto producido. De este modo, cuando la cascara u otra
porcion del grano exhiben una coloracién significativa, por ejemplo, violeta, esta se mantendra en el producto y
limitara sus aplicaciones comerciales a aplicaciones muy concretas, tales como ser un componente de un pan que
contenga granos troceados o enteros de color. Generalmente, también es mas adecuado que las plantas de cebada
sean gimnospermas, porque la presencia de cascaras en los granos de cebada aumenta la dificultad del
procesamiento del grano. Otro aspecto que puede aumentar el valor de una planta de cebada se basa en la
extraccion de almidon a partir del grano, siendo mas utiles las mayores proporciones de extraccion. La forma del
grano también es otra caracteristica que puede repercutir sobre la utilidad comercial de una planta, de esta manera
la forma del grano puede repercutir sobre la facilidad con que se puede moler el grano, de esta manera, por ejemplo,
el grano de cebada de la planta MK6827 presenta una morfologia del grano excepcionalmente muy alargada, que
hace que sea dificil de moler y procesar. Una medida adecuada de esta forma alargada y de la utilidad es el cociente
de dos caracteristicas morfolégicas: la longitud del grano entre el grosor del grano (cociente L/G). Este cociente
suele venir dictado por la naturaleza del almidon. Los inventores han descubierto que MK6827 presenta un cociente
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L/G superior a 6. Las plantas de cebada sometidas a una criba de este modo, que contienen el gen SSII mutante,
presentan un cociente L/G que oscila entre aproximadamente 4 y aproximadamente 5, aunque se prevé que se
puede extender hasta un intervalo mas amplio y seguir siendo util, quizas siendo inferior a aproximadamente 5.8 o al
menos de 5.5.

El cédigo genético deseado incluird consideraciones de rendimiento comercial y otras caracteristicas. Dichas
caracteristicas pueden incluir las siguientes: si se desea disponer de un tipo de cebada de invierno o de primavera,
las caracteristicas agronémicas, la resistencia a enfermedades y la resistencia al estrés abiotico. En Australia podria
ser deseable cruzar cultivos de cebada tales como Sloop, Schooner, Chebec, Franklin, Arapiles, Tantangara,
Galleon, Gairdner o Picola. Los ejemplos proporcionados son especificos para una regién de produccion en Australia
y otras variedades seran adecuadas para otras regiones de cultivo.

Puede ser deseable un grano mas lleno para lograr mayores rendimientos y se pueden conseguir ciertos beneficios
de la invencion, como la produccién de almidon con niveles elevados de amilosa o, como alternativa, almidon con
distribuciones alteradas de las longitudes de cadena. Sin embargo, otros aspectos de la invencién se pueden
conseguir mejor con un grano que esté menos lleno. De este modo, la proporcion de la capa de aleurona o germen
frente al almidén puede ser mas elevada en un grano menos lleno, lo que proporciona una harina de cebada u otro
producto con un contenido mas elevado de los constituyentes beneficiosos de la capa de aleurona. De este modo, el
producto de la capa de aleurona puede tener un contenido mas elevado de ciertas vitaminas tales como el folato, o
puede tener un contenido mas elevado de ciertos minerales tales como el calcio, y esto combinado con niveles mas
elevados de almidon resistente y/o niveles mas elevados de B-glucano puede proporcionar efectos sinérgicos, como
la obtencion de una mayor recaptacion de minerales en el intestino grueso.

Para maximizar la cantidad de amilosa puede ser deseable que la planta de cebada también tenga otras
caracteristicas fenotipicas, ademas de una actividad reducida de una o mas enzimas que sintetizan amilopectina.
Por consiguiente, el cddigo genético puede incluir adicionalmente un fenotipo con un contenido elevado de amilosa,
por ejemplo, la mutacion amo1 en AC38 (gen causal desconocido) y la mutacién cerosa (que se encuentra, por
ejemplo, en la variedad Waxiro). De forma adicional, puede resultar deseable realizar mutaciones dobles en otros
mutantes de cebada disponibles con endospermos encogidos en los que se desconoce el gen causal.

En un aspecto adicional, se podria afirmar que la descripcion se refiere al grano producido por una planta de
cebada, segun se menciona en esta memoria descriptiva.

También se sobreentendera que la invencion engloba un grano procesado, que incluye un grano molido, triturado,
troceado, descascarillado o enrollado, o un producto obtenido a partir del grano procesado o entero de la planta de
cebada de la invencion, incluida la harina. A continuacion, estos productos se pueden emplear en varios productos
alimentarios, por ejemplo, en productos a base de harina, tales como el pan, pasteles, galletas y analogos, o en
aditivos alimentarios, tales como espesantes, o para obtener bebidas de cebada malteada u otras bebidas de
cebada, fideos y sopas instantaneas.

Como alternativa, la invencion engloba almidon aislado a partir del grano de la planta de cebada de la invencion. El
almiddn se puede aislar empleando técnicas conocidas.

Se sobreentendera que un beneficio de la presente invencidn consiste en que proporciona uno o mas productos con
un beneficio nutricional particular y, ademas, esto se consigue sin necesidad de modificar el almidén u otros
constituyentes del grano de cebada.

Sin embargo, puede resultar deseable realizar modificaciones en el almidén, el B-glucano u otro constituyente del
grano, y la invencién engloba dicho constituyente modificado.

El método de modificacidon puede ser cualquiera de los conocidos, e incluye la extraccion del almidon o $-glucano u
otro constituyente mediante métodos convencionales y la modificacion de los almidones para formar la forma
resistente deseada.

De este modo, el almidon o el B-glucano se pueden modificar tanto de forma Unica como multiple mediante el uso de
un tratamiento seleccionado del grupo que incluye, sin caracter limitante, calentamiento y/o humedad, hidrélisis por
métodos fisicos (por ejemplo, molino de bolas), hidrdlisis por métodos enziméticos (empleando, por ejemplo, a- o B-
amilasa, pululanasa o analogos), hidrélisis por métodos quimicos (humeda o seca, empleando reactivos liquidos o
gaseosos), oxidacion, enlaces cruzados con reactivos difuncionales (por ejemplo, trimetafosfato de sodio, oxicloruro
de fésforo) o carboximetilacion.

El contenido de fibra dietética del grano de cebada a modo de ejemplo no procede solamente del mayor contenido
relativo de amilosa endospermal. Un motivo principal es que el B-glucano esta presente en niveles elevados y
contribuye de forma significativa a aumentar el nivel de la fibra dietética. También es probable que existan efectos
protectores debido a la asociacion del B-glucano con el granulo de almidon; la cercania de la asociacion proporciona
potencialmente un efecto protector para el almidén, lo que proporciona de este modo una resistencia que se puede
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caracterizar como una forma RS1, la cual resulta inaccesible en cierta manera para la digestion. De forma similar,
también es probable que la presencia de una asociacién almidén-lipido, determinada por la cristalinidad del complejo
V, contribuya al nivel de resistencia del carbohidrato. En este caso, es probable que la resistencia se genere por
causa de la inaccesibilidad fisica debida a la presencia del lipido y, por consiguiente, este se puede considerar como
un almidén RS1. De este modo, es bien sabido que el almidon retrogradado que adopta la configuracion de complejo
V es altamente resistente a la digestion y, por consiguiente, se prevé que la amilopectina que forma parte del
granulo de almidén con la estructura cristalina del complejo V presente una mayor resistencia a la digestion. En
tercer lugar, el almidon de la planta de cebada a modo de ejemplo puede ser resistente a la digestion debido a la
estructura del granulo de almidén y, por consiguiente, puede tener un almidén RS2.

Se sobreentendera que, aunque se hayan proporcionado varias indicaciones como aspectos de la presente
invencion, la invencién puede referirse a combinaciones de dos o mas aspectos de la presente invencion.

Ejemplos
EJEMPLO 1
Antecedentes

La sintesis de almidén en el endospermo de plantas superiores se lleva a cabo por la acciéon de un conjunto de
enzimas que catalizan cuatro pasos clave. En primer lugar, la ADP-glucosa-pirofosforilasa activa el monémero
precursor del almidon a través de la sintesis de ADP-glucosa a partir de G-1-P y ATP. En segundo lugar, el dador de
glucosilo activado, la ADP-glucosa, es transferido al extremo no reductor de una uniéon a-1,4 preexistente por
almiddn-sintasas. En tercer lugar, las enzimas ramificantes del almidon introducen puntos de ramificacion a través
de la escision de una region de glucano unido por un enlace a-1,4, a continuacion se transfiere la cadena escindida
a una cadena aceptora, formando una nueva unién a-1,6. Finalmente, los estudios genéticos demuestran que las
enzimas que desrramifican el almidén son esenciales para la sintesis de cantidades normales de almidén en plantas
superiores, sin embargo, el mecanismo a través del cual operan las enzimas desrramificantes no esta elucidado
(Myers et al., 2000).

Aunque es evidente que al menos estas cuatro actividades son necesarias para la sintesis normal del granulo de
almidén en plantas superiores, se han encontrado multiples isoformas de cada una de las cuatro actividades en el
endospermo de plantas superiores y se han propuesto funciones especificas para las isoformas individuales,
basadas en analisis mutacionales (Wang et al., 1998, Buleon et al., 1998) o mediante la modificacion de los niveles
de expresidn genética empleando estrategias transgénicas (Abel et al., 1996, Jobling et al., 1999, Scwall et al.,
2000). Sin embargo, todavia no se conocen las contribuciones exactas de cada isoforma de cada actividad en la
biosintesis del almidén, ni tampoco se sabe si estas contribuciones difieren notoriamente entre las especies. En el
endospermo de los cereales, existen dos isoformas de la ADP-glucosa-pirofosforilasa: una forma en el amiloplasto y
una forma en el citoplasmo (Denyer et al., 1996, Thorbjornsen et al., 1996). Cada forma se compone de dos tipos de
subunidades. Los mutantes encogidos (sh2) y fragiles (bt2) del maiz representan lesiones en subunidades grandes y
pequenas, respectivamente (Girouz y Hannah, 1994). Existen cuatro clases de almidén-sintasa en el endospermo
del cereal: una isoforma localizada exclusivamente en el granulo de almidén, la almidén-sintasa unida al granulo
(GBSS, por sus siglas en inglés), dos formas que estan repartidas entre el granulo y la fraccion soluble (SSI, Li et al.,
1999a, SSU, Li et al., 1999b) y una cuarta forma que esta localizada completamente en la fraccién soluble, SSllI
(Cao et al., 2000, Li et al., 1999b, Li et al., 2000). Se ha demostrado que la GBSS es esencial para la sintesis de
amilosa (Shure et al., 1983) y se ha demostrado que las mutaciones en SSII y SSIll modifican la estructura de la
amilopectina (Gao et al., 1998, Craig et al., 1998). No se han descrito mutaciones que definan una funcién para la
actividad de SSI.

En el endospermo del cereal se expresan tres formas de enzimas ramificantes: la enzima ramificante | (BEI, por sus
siglas en inglés), la enzima ramificante lla (BElla) y la enzima ramificante |lb (BEIIb) (Hedman y Boyer, 1982, Boyer
y Preiss, 1978, Mizuno et al., 1992, Sun et al., 1997). Se ha demostrado que en el maiz y el arroz los fenotipos con
un contenido elevado de amilosa proceden de lesiones en el gen BEIllb (Boyer y Preiss, 1981, Mizuno et al., 1993).
En estos mutantes, el contenido de amilosa es significativamente elevado y la frecuencia de ramificacion de la
amilopectina residual es reducida. Ademas, existe una fuente significativa de material que se define como
“‘intermedio” entre la amilosa y la amilopectina (Boyer et al., 1980, Takeda, et al., 1993). Todavia no se han descrito
las mutaciones que definen las funciones de BElla y BEI, aunque la reduccion de BEI en la patata por si sola
provoca efectos minimos sobre la estructura del almidon (Filpse et al., 1996). Sin embargo, la combinacion de la
reduccion de BEIl y BEI en la patata proporciona un contenido de amilosa mucho mas elevado que la reduccion de
BEIl por si sola (Schwall et al., 2000). Existen dos tipos de enzimas desrramificantes en plantas superiores y se
definen en funcién de las especificidades de su substrato: enzimas desrramificantes de tipo isoamilasa y enzimas
desrramificantes de tipo pululanasa (Myers et al., 2000). Las mutaciones en sugary-1 del maiz y el arroz se asocian
con una deficiencia de ambas enzimas desrramificantes (James et al., 1995, Kubo et al., 1999), sin embargo, la
mutacion causal se localiza en la misma posicidon que el gen de la enzima desrramificante de tipo isoamilasa. En el
mutante sta-7 de Chlamydomonas (Mouille et al., 1996), el analogo de la mutacion en sugary-1 del maiz, se reduce
la actividad de la isoamilasa solamente.
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La variacion conocida de la estructura del almidéon en la cebada es limitada, en comparaciéon con la variacion
disponible en el maiz. Las mutaciones mejor caracterizadas son cerosas y una mutaciéon con un contenido elevado
de amilosa identificada como AC38. También se han construido y analizado mutantes dobles (Schondelmaier ef al.,
1992, Fujita et al, 1999). Se han descrito una amplia gama de caracteristicas de la variaciéon de la estructura y las
propiedades del almidén (Czuchajowska et al., 1992; Schondelmaier et al., 1992; Vasanthan y Bhatty, 1995;
Morrison et al., 1984; Gerring y DeHaas, 1974; Bankes et al., 1971; Persson y Chrisierson, 1997;. Vasunthan y
Bhatty, 1998; Czuchajowska et al., 1998; Song y Jane, 2000; Andreev et al., 1999; Yoshimoto et al., 2000) y las
propiedades del grano (Swantson 1992, Ahokas 1979; Oscarsson et al, 1997; Oscarsson et al., 1998; Andersson et
al., 1999; Elfverson et al., 1999; Bhatty 1999; Zheng et al., 2000; lzydorczyk et al., 2000; Andersson et al., 2000) y se
ha investigado la utilidad de los mutantes en ensayos de alimentacion animal (Xue et al., 1996; Newman et al., 1978;
Calvert et al., 1976; Wilson et al., 1975; Sundberg et al., 1998; Bergh et al., 1999), en alimentos humanos (Swanston
et al., 1995; Fastnaught et al., 1996; Persson et al., 1996; Pomeranz et al., 1972) y en nutricion humana (Pomeranz
1992; Granfeldt ef al., 1994; Oscarsson et al., 1996; Akerberg et al., 1998).

En el presente ejemplo, se ha aislado una clase novedosa de mutante con un contenido elevado de amilosa de la
cebada. Las lineas mutantes presentan contenidos de amilosa (65-70%) superiores a los conocidos para el mutante
glaciar de elevado contenido de amilosa (AC38) (45-48%) (Walker et al., 1968), que esta bien caracterizado, y
contienen almidén con una estructura de amilopectina que presenta un aumento de la frecuencia de ramificacion del
almidoén; esto se contrapone con la frecuencia de ramificacion reducida asociada con el mutante extensor de la
amilosa en el maiz (Takeda, et al., 1993).

Las caracteristicas del grano y el almidén del mutante de la presente se han investigado con detalle y se ha
determinado el mapa genético de la mutacion causal. Las mutaciones aisladas son alélicas al mutante encogido
previo conocido de la cebada, sex6, y se ha demostrado que la mutacién causal esta situada en el gen de la
almidoén-sintasa Il. Los efectos de esta mutacion han aportado mas informacion sobre el proceso de la biosintesis del
almidén e ilustran como las mutaciones en genes especificos pueden tener repercusiones diferentes sobre la
estructura del almidén de una especie a otra.

Materiales y métodos

Mutagénesis y criba

La variedad de cebada sin cascara “Himalaya” se mutageniz6 empleando azida sédica de acuerdo con Zwar y
Chandler (1995). La selecciéon de las variantes con una morfologia alterada del grano se realizé de acuerdo con
Green et al. (1997). Se identificaron y mantuvieron un total de 75 lineas con fenotipos de endospermo encogido de
acuerdo con Green et al. (1997).

Aislamiento del almidon

El almidén se aislé a partir del grano de cebada empleando el método de Schulman et al. (1991).

Meétodos para determinar la amilosa

Las determinaciones de la proporcién de amilosa/amilopectina mediante un método de HPLC para separar los
almidones desrramificados y un método de unién de yodo se realizaron segin describen Batey y Curtin (1996). El
andlisis de la proporcion de amilosa/amilopectina mediante el analisis de los almidones no desrramificados se realizd
de acuerdo con Case et al. (1998).

Medida del contenido de almidon

El almidén se determiné empleando el kit de andlisis de almidén total suministrado por Megazyme (Bray, Co
Wicklow, Republica de Irlanda).

Contenido proteico

El nitrégeno se determiné mediante el método Kjeldahl y los contenidos proteicos se calcularon empleando un factor
de 5.7.

Niveles de B-glucano
El B-glucano se determiné empleando el kit suministrado por Megazyme (Bray, Co Wicklow, Republica de Irlanda).

Distribucion de longitudes de cadena del almidén
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Se desrramificaron los almidones y se analizaron las distribuciones de longitudes de cadena empleando
electroforesis de carbohidratos asistida por fluoréforos (FACE), utilizando una electroforesis capilar de acuerdo con
Morell et al. (1998).

DSC

La gelatinizacion se determind en un calorimetro diferencial de barrido Pyris 1 (Perkin EImer, Norwalk CT, EE. UU.).
El almidon se mezclé con agua en una proporcion de 2 partes de agua : 1 parte de almidon, y esta mezcla (40-50
mg, pesada con precision) se introdujo en una capsula de acero inoxidable y se selld. La muestra se escaneé a 10
°C por minuto desde 20 °C hasta 140 °C, empleando una capsula de acero inoxidable vacia como referencia. Se
determinaron las temperaturas de gelatinizacion y la entalpia empleando el software Pyris.

Analisis RVA

La viscosidad se evalué en un viscosimetro rapido (RVA, Newport Scientific Pty Ltd, Warriewood, Sidney),
empleando las condiciones descritas por Batey et al., 1997 para harinas integrales. Para inhibir las a-amilasas, se
afadio nitrato de plata en todos los ensayos con una concentraciéon de 12 mM. Los parametros evaluados fueron la
viscosidad maxima (la viscosidad maxima de la pasta caliente), fuerza de sujecion, viscosidad final y temperatura de
pastificacion. Ademas, se calcularon la fragilidad (viscosidad maxima menos fuerza de sujecion) y el asentamiento
(viscosidad final menos fuerza de sujecion).

Hinchamiento de la harina

Se determind el volumen de hinchamiento de la harina de acuerdo con el método de Konik-Rose et al. (2001).
Datos de rayos X

Los datos de difraccion de rayos X se registraron empleando técnicas estandar (Buleon et al., 1998).
Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electrénica de barrido se realizé en un instrumento Joel JSM 35C. Los almidones purificados se
recubrieron catddicamente con oro y se escanearon a 15 kV a temperatura ambiente.

Produccién de haploides dobles

Los haploides dobles fueron producidos a partir de plantas F1 derivadas de cruces entre 292 y Hordeum vulgare cv
Tantangara, y entre 342 y H. vulgare cv Tantangara por el Dr. P. Davies, Waite Institute, Adelaida, Australia.

Anaélisis de vinculos
Los datos de los vinculos genéticos se calcularon empleando MapManager.
Construccién de una genoteca de ADNc de la cebada

Para la sintesis de ADNc, se emplearon 5 mg de poliA + ARNm de los dias 10, 12 y 15 después de la antesis de los
tejidos de endospermo de cebada de acuerdo con los protocolos (Life Technology). Para la sintesis de la primera
hebra de ADNc, se empled el cebador Notl-(dT)18 (Pharmacia Biotech). Los ADNc bicatenarios se ligaron con un
adaptador Sall-Xhol (Stratagene) y se clonaron en los extremos Sall-Notl de ZipLox (Life Technology) tras la
digestion de los ADNc con Notl seguida de fraccionamiento granulométrico (columna de centrifugacion SizeSep 400
de Pharmacia Biotech). Los ADN ligados se empaquetaron con el extracto de empaguetamiento Gigapack Il Gold
(Stratagene). La valoracién de la genoteca se realizd con una concentracion de 2x10° pfu de la cepa Y1090(ZL) de
E.coli.

Clonacion de regiones de ADNc especificas de la almidén-sintasa Il de la cebada empleando PCR

El clon de ADNc, wSSlIp1, se empled para la criba de una genoteca de ADNc de cebada. El clon de ADNc, wSSlIp1,
se generd por PCR empleando los cebadores sslla (TGTTGAGGTTCC ATGGCACGTTC SEQ.ID. NO 9) y ssllb
(AGTCGTTCTGCCGTATGATGTCG SEQ. ID. NO 10), y ampliando la region entre las posiciones de los nucleétidos
1435 y 1835 de wSSIIA (n.° de acceso de GenBank: AF 155217).

La amplificacion se realiz6 empleando un secuenciador térmico FTS-1 (Corbett, Australia) con 1 ciclo de 95 °C
durante 2 minutos; 35 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 1 minuto, 72 °C durante 2 minutos y 1
ciclo de 25 °C durante 1 minuto. El fragmento wSSlIp1 se clond en un vector pGEM-T (Promega).

Criba de la genoteca de ADNc de cebada
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Se realiz6 una criba de una genoteca de ADNc, construida a partir de ARN del endospermo de la cebada cv
Himalaya, con un fragmento de 347 pares de bases de ADNc, wSSllp1, en las condiciones de hibridacién descritas
previamente (Rahman et al., 1998). La hibridacion se llevé a cabo en un 50% de formamida, 6 x SSPE, 0.5% de
SDS, 5 x solucién de Denhardt y 1.7 ug/mL de ADN de esperma de salmon a 42 °C durante 16 h, a continuacion se
lavd 3 x con 2 x SSC que contenia un 0.1% de SDS a 65 °C durante 1 h por lavado.

Criba de una biblioteca genémica de cebada

Se construyd una biblioteca genémica de cebada (cebada cv Morex) y se realizé6 una criba esencialmente como
describieron Gubler et al. (2000) empleando el ADNc de SSII de la cebada como una sonda.

Determinacion de la secuencia de los clones gendmicos

El gen SSIlI de Morex se subclond en vectores plasmidicos y se determind su secuencia. Se determiné la secuencia
de los genes de 292 y MK6827 mediante amplificacién por PCR de las regiones solapadas del gen, empleando
cebadores disefiados en funcion de la secuencia de Morex. Se determind la secuencia de los fragmentos de PCR
directamente o bien se subclonaron dichos fragmentos y se determino su secuencia a partir de los plasmidos.

Identificacion de las regiones expresadas

Las regiones de las secuencias genémicas de 292 y MK6827, cuya presencia en los ADNc se habia predicho, se
definieron por referencia a la secuencia de ADNc de Himalaya y la secuencia genémica de Morex.

Analisis de PCR de la mutacién de G a A en el gen SSII

Los cebadores de PCR se disefiaron de manera que amplificaran la regidon que contenia la mutacién de transicion de
G a A identificada en 292. Las secuencias de los cebadores son: ZLSS2P4 (CCTGGAACACTTCAGACTGTACG
SEQ ID NO 11) y ZLBSSII5 (CTTCAGGGAGAAGTTGGTGTAGC SEQ ID NO 12). La amplificacion se llevo a cabo
empleando un secuenciador térmico FTS-1 (Corbett, Australia) con 1 ciclo de 95 °C durante 2 minutos; 35 ciclos de
95 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 1 minuto, 72 °C durante 2 minutos y 1 ciclo de 25 °C durante 1 minuto.

Andlisis de SDS-PAGE de las proteinas del endospermo de la cebada

El almidén se preparé a partir del endospermo maduro y en desarrollo de la cebada y el trigo, y las proteinas de
superficie se eliminaron por accién de la proteinasa K, segun esta descrito (Rahman et al., 1995). Las proteinas del
granulo de almidon se extrajeron a partir de 20 mg de almidén en peso seco, empleando 0.5 mL de una solucién
amortiguadora de extraccion que contenia Tris 50 mM de pH 6.8, 10% de SDS y 10% de 2-mercaptoetanol. Tras la
gelatinizacion al hervir durante 10 min, y la separacion del almidén por centrifugacion, se colocaron 15 microlitros del
sobrenadante en cada carril.

Produccién del haploide doble

Los haploides dobles fueron producidos a partir de plantas F1 derivadas de cruces entre 292 y Hordeum vulgare cv
Tantangara, y entre 342 y H. vulgare cv Tantangara por el Dr. P. Davies, Waite Institute, Adelaida, Australia.

Estrategia de retrocruzamiento

Se realizaron cruces entre 292 y Hordeum vulgare cv Sloop para generar las semillas F1. Las plantas derivadas de
las semillas F1 se autosembraron para generar una poblacién de semillas F2. Las plantas cultivadas a partir de
estas semillas F2 se analizaron empleando un ensayo de PCR y las plantas homocigotas para la mutacién 292 se
retrocruzaron con Sloop (BC1). Las plantas F1 obtenidas a partir de BC1 se volvieron a analizar por PCR vy las
plantas heterocigotas para la mutacion 292 se seleccionaron y se retrocruzaron con Sloop (BC2). Las plantas F1
derivadas de BC2 se volvieron a analizar por PCR y se seleccionaron las plantas heterocigotas para la mutacion
292. Estas plantas se autosembraron para generar una poblacién BC2F2, o bien se volvieron a cruzar con Sloop
(BC3). Las plantas F1 derivadas de BC3 se volvieron a analizar por PCR y se seleccionaron las plantas
heterocigotas para la mutacion 292. Estas plantas se autosembraron para generar una poblacion BC3F2. Las
plantas derivadas de esta semilla se analizaron por PCR y las plantas homocigotas para la mutacién 292 se
seleccionaron para la descendencia de semilla Unica y la mejora de la semilla.
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Resultados
Seleccion de mutantes

La identificaciéon de una serie de mutantes en la variedad de cebada sin cascara o gimnosperma “Himalaya” inducida
por un tratamiento con azida sddica ha sido descrita previamente por Zwar y Chandler (1995). Los inventores han
identificado un grupo de 75 mutantes de grano encogido y han determinado el contenido de amilosa del almidon de
la semilla encogida por HPLC (Figura 1). Se ha determinado que dos lineas, 292 y 342, presentaron contenidos de
amilosa de un 71% y un 62.5%, respectivamente (Tabla 1). Los contenidos de amilosa de 292 y 342 fueron
sustancialmente superiores a los de la linea AC38, caracterizada debidamente con anterioridad (47% de amilosa,
remitase a la Tabla 1). Este estudio define la base genética del fenotipo novedoso con un contenido elevado de
amilosa representado por 292 y 342, y describe los efectos de la mutacién causal sobre la estructura y la
funcionalidad del almidén y el grano.

Caracteristicas del grano

Tamafnio y morfologia del grano:

Los efectos de la mutacion sobre el peso y la morfologia del grano son significativos (Tabla 2). El peso del grano se
ha reducido desde 51 mg para la linea original Himalaya, hasta 32 mg para 292 y 35 mg para 342. Los mutantes
conservan la longitud y el ancho del grano natural, pero en comparacién estan mas aplanados (desde un grosor
medio de 2.82 mm en Himalaya hasta 1.58 y 1.75 mm en 292 y 342, respectivamente) y presentan una region
central basicamente vacia. La Figura 2 muestra fotografias del grano natural y mutante. Las dimensiones del grano
se midieron de forma rutinaria; la longitud del grano (L), el ancho del grano en el punto mas ancho (A) y el grosor
(G), segun se indica en la Figura 2. El cociente de la longitud (L) entre el grosor (G) del grano constituye un
diagnéstico Util para la mutaciéon; normalmente las semillas que contienen las mutaciones 292 o 342 presentan
valores > 3.5 y las cebadas sin mutantes presentan valores < 3.5.

Composicién del grano

El contenido de almiddn de las lineas mutantes se ha reducido desde un 49.0% para Himalaya hasta un 17.7% y un
21.9% para 292 y 342, respectivamente (remitase a la Tabla 1). Al restar el peso de almidon del peso total del grano
para obtener el contenido total del grano que no es almidon, se observé que la pérdida de contenido de almidon se
correspondia con la pérdida de peso del grano, con pesos del contenido del grano que no es almidén de 26.0, 26.3 y
27.3 mg para Himalaya, 292 y 342, respectivamente.

El contenido proteico de 292 y 342 ha aumentado con relacién a la linea original Himalaya (Tabla 1), sin embargo,
este efecto es debido a la pérdida de almidon del grano y no es debido a ningun aumento de la sintesis de proteinas
por cariopsis.

Los niveles de B-glucano de los mutantes 292 y 342 también han aumentado, y son mas elevados de lo que cabria
esperar a partir del efecto de la reduccién del contenido de almidén (Tabla 1). En ambos casos, el contenido de -
glucano ha aumentado aproximadamente un 20% por cariopsis, lo que posiblemente representa una desviacion de
una pequefia proporcion del carbono de entrada de la sintesis de almidon hacia la sintesis de 3-glucano.

Composicion y funcionalidad del almidén

Contenido de amilosa y amilopectina

El contenido de amilosa se determindé empleando dos técnicas, en primer lugar, la HPLC de exclusién por tamafios
en un 90% (v/v) DMSO vy, en segundo lugar, el valor del yodo azul. Los contenidos de amilosa determinados con
cada método fueron similares y los datos de HPLC se muestran en la Tabla 1.

A partir de los datos del peso del grano y el contenido de amilosa para las lineas naturales y mutantes, se pueden
realizar célculos de la cantidad de amilosa depositada por grano. Este analisis muestra que se ha producido una
reduccion de la cantidad de amilosa por grano desde 6.2 mg/cariopsis en Himalaya hasta 4.0 mg/cariopsis en 292 y
4.8 mg/cariopsis en 342. Por el contrario, se ha producido una reduccion pronunciada de la sintesis de amilopectina
por cariopsis desde 18.7 mg en Himalaya hasta 1.6 mg en 292 y 2.9 mg en 342.

Distribucién de longitudes de cadena

La distribucion de longitudes de cadena del almidén tras la desrramificacion de la isoamilasa se realizé empleando
electroforesis de carbohidratos asistida por fluoréforos (FACE). En la Figura 3a se muestra la distribucion de
longitudes de cadena de los mutantes 292 y 342, y de Himalaya. La Figura 3b muestra un grafico de la diferencia, en
el que las distribuciones de longitudes de cadena normalizadas para los mutantes 292 y 342 se restan de la
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distribucién normalizada para Himalaya. Se han calculado los porcentajes de longitudes de cadena para DP 6-11,
DP 12-30 y DP 31-65, y se presentan en la Tabla 3. Se puede observar un desplazamiento significativo en la
distribucién de longitudes de cadena de los mutantes 292 y 342, de manera que existe un porcentaje mas elevado
de cadenas en la regién de DP6-11 en comparacién con DP 12-30.

Calorimetria diferencial de barrido

Se investigd la temperatura de gelatinizacion de los mutantes empleando calorimetria diferencial de barrido y los
datos se muestran en la Tabla 4. Tanto 292 como 342 proporcionan almidones con temperaturas de gelatinizacion
significativamente menores que los almidones de Himalaya, con relacién a las temperaturas de inicio, maximas y
finales para el pico de gelatinizacidn. La entalpia del pico de gelatinizacién para los mutantes 292 y 342 también se
ha reducido dramaticamente en comparacién con el almidén natural. La temperatura de inicio del pico amilosal/lipido
también se ha reducido para los mutantes 292 y 342, sin embargo, la entalpia ha aumentado, lo cual es coherente
con el mayor contenido de amilosa de los mutantes.

Viscosidad del almidén por RVA

Se realizé un analisis de RVA de las muestras integrales de cebada para examinar su viscosidad de pastificacion.
Algunos estudios previos han demostrado que el analisis de muestras integrales se correlaciona estrechamente con
el analisis de los almidones aislados (Batey et al., 1997). El analisis mostré que existen grandes diferencias entre los
genotipos de cebada estudiados (remitase a la Tabla 5 y la Figura 4). Dos variedades de cebada que contenian
almidén natural, Himalaya y Namoi, presentaron perfiles tipicos de RVA, en los que se observé una viscosidad
maxima destacada, seguida de una reduccion de la viscosidad hasta la fuerza de sujecién, seguida de un aumento
de la viscosidad a medida que la temperatura se reduce hasta obtener una viscosidad final. Como se observa
generalmente para los almidones de cebada, las viscosidades finales para los almidones naturales fueron
equivalentes a las viscosidades maximas, o inferiores a estas (Tabla 5). Para AC38, se obtuvo una viscosidad
maxima destacada, sin embargo, debido al elevado contenido de amilosa de esta linea, la viscosidad final obtenida
fue mas elevada que la viscosidad maxima. Sin embargo, en 292, 342 y MK6827 se obtuvo un perfil muy diferente.
No se obtuvo ningun aumento inicial destacado de la viscosidad correspondiente a la viscosidad maxima para otros
almidones de cebada y, por consiguiente, no se pudo calcular el valor para la fragilidad. Los valores para la
viscosidad maxima mostrados en la Tabla 5 para 292, 342 y MK6927 son las viscosidades registradas en el
momento en que se alcanzo la viscosidad méxima para Himalaya. En 292, 342 y MK6927 la viscosidad aumenté a lo
largo del analisis hasta alcanzar una viscosidad final comparable a la de las otras muestras integrales. Cuando se
normalizaron segun el contenido de almidén, los almidones de 292 y 342 presentaron unas viscosidades finales muy
elevadas (remitase a la Tabla 5).

El volumen de hinchamiento representa un método para determinar las propiedades de la harina o el almidén, que
examina el comportamiento del material al exponerlo a calentamiento y exceso de agua. El aumento de la
recaptacion de agua se determina pesando la muestra antes y después de mezclar la muestra con agua a unas
temperaturas definidas y tras la obtencién del material gelatinizado. El anélisis mostré que las muestras de control,
Himalaya y Tantangara, se hincharon hasta 6-8 veces su peso seco, por el contrario, 292 y 342 se hincharon hasta
solo 2-3 veces su peso seco (Tabla 9).

Cristalinidad

La estructura de los almidones se investigé adicionalmente mediante cristalografia de rayos X (remitase a la Tabla 6
y la Figura 5). Himalaya mostr6 el patron esperado para un almidén de cereal, con una cristalinidad de tipo “A”
predominante, y tanto AC38 como Waxiro mostraron patrones de difraccion de rayos X muy similares, aunque los
niveles de cristalinidad fueron menores para AC38 y mayores para Waxiro. Para los mutantes 292 y 342, el patron
de difraccion de rayos X cambidé y se obtuvo una mezcla de patrén B y V. Ademas del cambio del patrén de
difraccién, la cantidad de cristalinidad se redujo considerablemente en los mutantes 292 y 342, hasta un 9% y un
12%, respectivamente. Este resultado es coherente con el bajo contenido de amilopectina de los almidones 292 y
342.

Morfologia del granulo

Se investigd la morfologia del granulo de almidén empleando microscopia electrénica de barrido (Figura 6). El
tamafo y la forma de los granulos de Himalaya (Figura 6, panel a), cebada cerosa (Waxiro, Figura 6, panel b) y
AC38 (Figura 6, panel c) fueron coherentes con las observaciones publicadas previamente para granulos de almidén
en lineas de cebada normal. La morfologia de los granulos de almiddn de tipo “A” en las lineas mutantes 292 (Figura
6, panel d), 342 (Figura 6, panel e) y MK6827 (Figura 6, panel f) esta claramente alterada, presentando los granulos
una superficie rugosa en comparacion con la forma lenticular lisa de las cebadas normales.
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Fibra dietética

El analisis de la fibra dietética se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento AOAC y mostré que se produjo un
aumento de la fibra dietética en 292 y 342, y que este aumento de la fibra dietética era debido a un aumento de la
fibra dietética insoluble y no de la fibra dietética soluble (Tabla 1), lo que resulta coherente con el hecho de que los
componentes de la fibra dietética sean el almiddn resistente y el B-glucano. Cabe destacar que esta medicion de la
fibra dietética es una medicion determinada quimicamente, que es bastante diferente de la medicion fisiolégica que
resulta relevante desde un punto de vista nutricional.

Base genética de la mutacién

Proporcién de segregacion

El hecho de que el cruce de la mutacién con las variedades de cebada no presentara el fenotipo de endospermo
encogido de 292 o 342 demuestra que la mutacion es una mutacion recesiva clara, que presenta una proporcién de
3 normales : 1 encogida para las semillas F2 de las poblaciones cruzadas, y una proporcion de 1 normal : 1
encogida en las semillas de una poblacién haploide doble desarrollada siguiendo un cruce Unico (remitase a la Tabla
6). Se define “normal” como una semilla con un cociente L/G < 3.5 y se define una semilla encogida como una
semilla con un cociente L/G > 3.5.

Naturaleza alélica de los mutantes

Se determind que las mutaciones 292 y 342 eran alélicas a lo largo del analisis de progenie de los cruces de 292 y
342. Todas las semillas F1 derivadas de cruces reciprocos presentaron fenotipos de morfologia del grano y peso del
grano dentro del intervalo de tamarios y formas observado para las lineas originales 292 y 342, y fuera del intervalo
de tamafios y formas de semilla determinado para la linea original Himalaya. Ademas, todas las semillas F2
derivadas de las plantas F1 de 292 x 342 presentaron el fenotipo de semilla encogida habitual de los mutantes 292 y
342.

El analisis de la morfologia del grano y las caracteristicas del almidén de una serie de mutantes de grano encogido
adquiridos de la coleccion de germoplasma de cebada (centro de investigacion nacional de germoplasma de granos
pequefios USDA-ARS, Aberdeen, Idaho 83210 EE. UU.) sugirié que la linea MK6827 (BGS31, también denominada
GSHO 2476), que contenia la mutacion sex6, presentaba un conjunto de caracteristicas del grano y del almidén muy
similar al de las mutaciones 292 y 342. Se realizaron cruces entre 292 y MK6827, y todos los granos F1 presentaron
el fenotipo habitual de 292 con relacién al peso del grano y el fenotipo de semilla encogida. Todas las semillas F2
derivadas de las plantas F1 de 292 x MK6827 mostraron el fenotipo de endospermo encogido, con cocientes L/G >
4. Por el contrario, las semillas F2 de un cruce entre 292 y el cultivar de cebada comercial Sloop proporcionaron una
distribucién bimodal, que presenté una proporcién de segregacion de 3:1 entre las semillas encogidas y rellenas
(Tabla 6). Todas las semillas F1 generadas a partir de los cruces de 292 y 5 lineas diferentes con fenotipos de
endospermo encogido (BGS 380, endospermo encogido 4, 7HL (Jarvi et al., 1975); BGS 381, endospermo encogido
5, 7THS (Jarvi et al.,, 1975); BGS 382, sex1, 6HL (Eslick y Ries 1976); BGS 396, endospermo encogido 6, 3HL
(Ramage y Eslick 1975); BGS 397, endospermo encogido 7, no mapeado, (Ramage y Eslick 1975) proporcionaron
granos con una morfologia de semilla rellena. Basandose en esto, se considera que las mutaciones 292, 342 y
MKG6827 son alélicas y, basandose en las localizaciones del mapa publicadas previamente para el locus de sex6, se
podria predecir que las mutaciones 292 y 342 se situaran en el brazo corto del cromosoma 7H de la cebada,
aproximadamente a 4 cM del centrédmero (Netsvetaev, 1990, Netsvetaev y Krestinkov, 1993, Biyashev et al., 1986,
Netsvetaev, 1992).

Analisis de vinculos

Se genero una poblacion haploide doble a partir de un cruce entre 292 y la variedad de cebada de malta comercial,
Tantangara, que contenia 90 lineas de progenie (Tabla 8).

Las lineas se clasificaron con relacion a la morfologia de la semilla (semilla rellena frente a semilla encogida),
distribucién de longitudes de cadena por FACE (porcentaje de cadenas con DP de 6 a 11), cubierta de la semilla
(con o sin cascara) y el marcador de PCR (ver mas adelante). Estos datos se muestran en la Tabla 8. El caracter de
semilla encogida y la distribuciéon por FACE de 292 se cosegregaron exactamente en esta poblacion, como cabria
esperar si el tamafio y la forma del grano alterado fueran consecuencia de la deposicién alterada del almidon. La
cosegregacion de los caracteres se ilustra en la Figura 8. El panel A muestra la correlaciéon entre la longitud de
cadena del almidon (representada por el porcentaje de cadenas con un DP entre 6 y 11) y el cociente de la longitud
entre el grosor. Los circulos en blanco indican lineas que tienen el marcador de PCR para la mutacién 292 y las
cruces indican lineas que contienen el marcador de PCR natural. Existe una definicion clara entre los dos grupos de
lineas. El panel B de la Figura 8 muestra la correlacién entre la longitud de cadena del almidén y el peso de la
semilla, y muestra que el peso de la semilla representa un peor diagnéstico para la mutacién que el cociente de la
longitud entre el grosor.
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En la cebada, la presencia o ausencia de cascara esta controlada por el locus nud situado en el cromosoma 7H vy,
debido a que Tantangara es una cebada con cascara y 292 es un tipo sin cascara, se podria evaluar este caracter
en la progenie haploide doble. El analisis del vinculo entre el caracter con/sin cascara y los datos de FACE mostro
que en este cruce la mutacién 292 se localizé6 en el mapa genético a 16.3 cM del locus nud. Esta posicién es
coherente con los datos previos del mapa para la mutacién alélica sex6 (Netsvetaev, 1990, Netsvetaev y Krestinkov,
1993, Biyashev et al., 1986, Netsvetaev, 1992).

Identificaciéon del gen causal

Se ha demostrado que el gen nud esta localizado en la cebada en el cromosoma 7H (Figura 8, Fedak et al., 1972).
En el trigo, existen tres almidon-sintasas (GBSS, SSI y SSIl) y una enzima desrramificante de tipo isoamilasa (S.
Rahman, comunicacion personal) localizadas en el brazo corto del cromosoma 7, el cromosoma homdlogo
(Yamamori y Endo, 1996, Li et al., 1999a, Li et al., 1999b, Li et al., 2000). El vinculo cercano al locus nud sugirié que
el gen candidato mas probable era el gen SSII. Se ha clonado el gen SSilI del trigo a nivel de ADNc (Li et al, 1999b;
N.° de acceso en GenBank AF155217) y a nivel genomico (Li et al., comunicacion personal), y se ha aislado y
clonado un ADNc de cebada (Figura 9). La secuencia de la cebada y las secuencias genémicas de SSlI del trigo
muestran que los genes presentan unas estructuras de exones/intrones muy similares, sin embargo, las longitudes
de las regiones de los intrones difieren entre las secuencias (Figura 10). La comparacién de la secuencia gendémica
de Morex y la secuencia de un ADNc de Himalaya (Figura 9) llevé a la identificacién de las secuencias de ADNc
deducidas de Morex, 292 y MK2827.

Se detectd un mutante de transicién de G a A en el gen SSIl de 292 en una posicién que se corresponde con 1862
de la alineacién mostrada en la Figura 11. Esta mutacion introduce un codén de parada en el marco abierto de
lectura de SSIl en 292 (Figura 12). El analisis de la secuencia de Tantangara e Himalaya mostré6 que ambos genes
naturales eran idénticos en esta region y que tanto 292 como 342 contenian la misma mutacién de transicion de G a
A. El coddn de parada introducido truncaria el producto genético, de manera que la totalidad del dominio catalitico C-
terminal del gen de la almidén-sintasa Il no se traduciria y, por consiguiente, seria muy probable que la actividad de
SSII se suprimiera totalmente debido a esta mutacion.

También habia una transicion de G a A presente en MK6827, en la posicidon 242 de la alineacion mostrada en la
Figura 11 y la secuencia de ADNc de Himalaya en la Figura 9. Esta mutacién también introduce un codén de parada
en el marco abierto de lectura de SSll en 292 (Figura 12) y evitaria la traduccion de mas de un 90% del gen SSlI, lo
que suprimiria la actividad SSII codificada por este gen.

La mutacién de transicién de G a A en 292 alter6 un sitio de restriccion (NlalV) en el gen SSIl de la cebada. La
posicion del sitio NlalV para diagndstico se muestra en los paneles (a) y (b) de la Figura 14. La Figura 14c muestra
la electroforesis en gel de agarosa de los productos digeridos de NlalV de la cebada, la cual indica que el patrén de
diagnostico para la mutacion 292 se encuentra en 292 y 342 pero no en MK6827, Himalaya ni Tantangara.

Se evalud el marcador de PCR para la transicién de G a A en las 90 lineas de la poblacion haploide doble de 292 x
Tantanagara y se determind que se cosegregaron exactamente con los fenotipos de semilla encogida y de la
distribucién de longitudes de cadena por FACE, lo que indica que la mutacion 292 esta completamente vinculada a
este fenotipo de almidén y que es muy probable que esta mutacién sea la mutaciéon causal subyacente al fenotipo
292. La Figura 14d muestra el analisis de las lineas de la poblacion haploide doble de 292 x Tantangara.

Datos bioquimicos que ponen de manifiesto la pérdida de actividad SSII

Se investigd la composicion de las enzimas implicadas en la biosintesis del almidon en las lineas de cebada normal
y mutante, empleando una serie de técnicas de electroforesis en gel. El andlisis de la fraccion soluble del
endospermo en desarrollo demostrd que todas las lineas contenian BEI, BElla, BEllb, SSI y SSllI, y que el contenido
de estas isoformas de BE y SS, respectivamente, no se vio alterado significativamente. Sin embargo, el analisis del
granulo de almidén indicoé que faltaban varias bandas. En primer lugar, el andlisis de SDS-PAGE (Figura 16, panel
A) mostré que una banda de 90 kD, que estaba presente en Himalaya, Tantangara y AC38, no estaba presente en
292, 342 ni MK6827. Mediante un ensayo de Western blot, se demostré que esta banda contenia SSII (Figura 16,
panel B), BElla y BElIb. El descubrimiento de que BElla y BEIlIb estan presentes en la fraccion soluble pero no en el
granulo indica que se ha producido una alteracion de la distribucion de estas enzimas en los mutantes 292, 342 y
MK6827, en lugar de una mutacion que suprime la expresion. Por el contrario, no se detectd ningun indicio de
expresion de SSII en la fraccion soluble ni en la fraccion del granulo (Figura 16, paneles A y B), lo que resulta
coherente con las pruebas genéticas que vinculan directamente la mutacién SSIlI con los fenotipos observados en
292, 342 y MK6827.

Cultivo de las lineas que contienen la mutacién 292

Se emplearon dos estrategias para transferir la mutacion 292 a genotipos de cebada alternativos.
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En el primer ejemplo, se generaron lineas haploides dobles a partir de un cruce entre 292 y Tantangara. En la Tabla
8 se muestran los datos referentes a la cubierta de la semilla, peso de la semilla, cociente L/G, distribuciéon de
longitudes de cadena y estado del marcador de ADN para SSII. En la Tabla 9 se muestra un analisis mas exhaustivo
de la composicion de estas lineas, que incluye el analisis de RVA, el contenido de B-glucano y el volumen de
hinchamiento de la harina. Los datos muestran que las lineas que contienen la mutacién 292 presentan unos
pardmetros de RVA significativamente diferentes (segun pone de manifiesto el cociente de viscosidad maxima/final),
un mayor contenido de B-glucano y unos volumenes alterados de hinchamiento de la harina.

En el segundo ejemplo, la mutacion se transfirié realizando dos retrocruces de 292 a un cultivar con propiedades
normales del almidén (cv Sloop). Se recogieron las semillas F2 de tres plantas F1 con 2 retrocruces para analizarlas.
Las semillas F2 se clasificaron en semillas con un cociente L/G > 3.5 y semillas con un cociente L/G < 3.5. La
distribucién de las semillas entre estas clases resultdé ser coherente con la que cabria esperar para un gen recesivo
unico. Los datos del volumen de hinchamiento de la harina para las categorias de semillas derivadas de cada planta
se muestran en la Figura 10 y ponen de manifiesto que el rasgo de hinchamiento del almidén se transfirid
claramente a lo largo del proceso de cultivo a las lineas con un promedio de un 75% de cddigo Sloop.

Discusioén

Se describe el aislamiento de mutantes novedosos, 292 y 342, en la cebada que presentan un fenotipo de
endospermo encogido. El andlisis de la composicion del grano demuestra que el fenotipo encogido es debido a una
reduccion significativa del contenido de almidon, y el andlisis de la composicion del almidén muestra que esta
reduccién se pone de manifiesto en forma de un fenotipo con un contenido elevado de amilosa como consecuencia
de una reduccion de la sintesis de amilopectina.

Los mutantes 292 y 342 poseen una combinacion Unica de propiedades del grano y del almidén, en cuanto a que
ambos contienen niveles mas elevados de B-glucano y almiddn resistente. Los niveles de B-glucano de las lineas
son aproximadamente un 15% mas elevados de lo que cabria esperar debido al efecto del contenido reducido de
almidén, lo que sugiere que el carbono que no se puede convertir en almidon se desvia hacia la sintesis de -
glucano. Las determinaciones de los niveles de fibra dietética demuestran que el grano de los mutantes posee
niveles mas elevados de fibra dietética, y que este aumento es debido a un aumento de la fibra dietética insoluble.

Esta combinacion de propiedades indica que estos mutantes podrian tener una aplicacion potencial muy interesante
como componentes de la dieta humana. En primer lugar, los niveles elevados de 3-glucano sugieren que las lineas
podrian ser Utiles para reducir el colesterol mediante la accion ya establecida del B-glucano en la reduccién de los
niveles de colesterol. En segundo lugar, la presencia de almidén resistente indica que las lineas podrian ser
beneficiosas desde el punto de vista de la salud intestinal, debido a la capacidad ya establecida de los almidones
resistentes para facilitar la fermentacion colénica (Topping el al., 1997, Topping 1999). En tercer lugar, la
composicion del grano indica que las lineas tendran una densidad energética baja y que se podrian digerir
lentamente, lo que indica que podrian contribuir a la formulacién de alimentos con un indice glucémico reducido.

Las propiedades del almidon de las lineas a modo de ejemplo también son unicas por el hecho de que combinan un
almidén con un contenido elevado de amilosa que también presenta una temperatura de gelatinizacién baja. Esto
contrasta con las mutaciones con un contenido elevado de amilosa obtenidas a partir de mutaciones en la enzima
ramificante llb, en las que habitualmente la temperatura de gelatinizacion aumenta, tales como la mutacion
extensora de la amilosa en el maiz (Ng et al., 1997, Katz et al., 1993, Krueger et al., 1987, Fuwa et al., 1999).
Aunque el contenido de amilosa de 292 es comparable al de las lineas extendidas de amilosa, la estructura del
componente amilopectinico de los almidones difiere dramaticamente (Wang et al., 1993). En 292 y 342, la
distribucién de longitudes de cadena de la amilopectina se desplaza hacia un grado de polimerizacion mas bajo,
mientras que en el extensor de amilosa, la distribucion de longitudes de cadena se desplaza hacia un grado de
polimerizacion mas elevado. Esto sugiere que el contenido de amilopectina es el factor determinante principal de la
temperatura de gelatinizacién, en lugar del contenido de amilosa, y que este efecto esta controlado mediante la
fuerza de la interaccidn entre las cadenas externas de la molécula de amilopectina. Jane et al., 1999, observaron
efectos similares para una serie de almidones.

Los datos de viscosidad del analisis de RVA indican que el almidén de las lineas de SSII mutante estd marcado de
forma diferente que para las cebadas normales y AC38. Las cebadas con SSIlI mutante no tienen esencialmente
ningun pico de viscosidad, que habitualmente se suele observar cuando se aumenta la temperatura hasta 95 °C al
principio de un perfil de temperatura de RVA. En su lugar, en estos mutantes, la viscosidad aumenta
progresivamente hasta obtener una viscosidad final, en el caso de que la haya. Estos datos son coherentes con el
bajo contenido de amilopectina de los granulos, el bajo nivel de cristalinidad de la amilopectina en el granulo y la
baja temperatura de gelatinizacién y entalpia observadas en el calorimetro diferencial de barrido. Se alcanza una
viscosidad final elevada una vez que la amilosa se ha liberado del granulo mediante calentamiento en exceso de
agua y agitacion. Estas caracteristicas de RVA son unicas para un almidén de cereal y proporcionan una fuente
novedosa de almidén para aplicaciones alimentarias e industriales en las que se requiere una viscosidad de
pastificacion baja y a la vez una viscosidad final elevada.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2380362 T3

Las observaciones hechas sobre la temperatura de gelatinizacion en el DSC se reflejan en los resultados de los
estudios de difraccion de rayos X. Los granulos de 292 y 342 presentan niveles reducidos de cristalinidad y la forma
cristalina varia del tipo A, habitual para los almidones de cereales, a una mezcla de tipos V y B. El tipo V es habitual
para la amilosa y refleja que el componente de amilosa del almidon esta complejado con acidos grasos, mientras
que la forma B deriva de la amilopectina y presuntamente refleja el contenido residual de amilopectina del almidén
(Buleon et al., 1998).

El andlisis de la base genética de las mutaciones 292 y 342 demuestra que las mutaciones son mutaciones
recesivas simples que generan las proporciones mendelianas tipicas en experimentos de cruzamiento. Los estudios
de cruzamiento demostraron que 292 y 342 son alélicos. Los analisis adicionales de la interaccion entre 292 y otras
mutaciones de endospermo encogido en experimentos de cruzamiento demostraron que las mutaciones 292/342
también eran alélicas con la mutacion sex6 en la linea MK6827. Esta mutacién se ha localizado previamente en el
mapa genético y se ha mostrado que esta situada a menos de 3 cM del centrémero en el brazo corto del cromosoma
7H (Netsvetaev, 1990, Netsvetaev y Krestinkov, 1993, Biyashev et al., 1986, Netsvetaev, 1992).

Se establecié una poblacion haploide doble entre la cebada con cascara Tantangara y el mutante sin cascara 292 y
la mutacién de endospermo encogido se maped en el brazo corto del cromosoma 7HS, a menos de 16 cM del gen
nud, una localizacién coherente con la localizacién en el mapa de la mutacién sex6.

La localizacion del gen en la region adyacente al centrémero en el brazo corto del cromosoma 7HS demuestra que
la mutacion causal (sex6) estd en un gen diferente al de la mutacién que provoca el fenotipo de un contenido
elevado de amilosa en AC38 (amo7), que se ha localizado en el mapa del cromosoma 1H (Schondelmeier et al.
1992). La localizacion en el mapa sugirid que un candidato para el gen alterado en la mutacion sex6/292 era la
almidén-sintasa Il, que se sabe que esta localizada en el trigo en la misma region del cromosoma (Yamamori y Endo
1996, Li et al., 1999b). El analisis de la secuencia de los mutantes 292 y 342 mostré6 que habia una mutacion de
transicion de G a A en el gen, la cual provocaria el truncamiento del gen, de manera que la regién C-terminal que
contiene el sitio activo de la enzima no se traduciria, lo que presuntamente conduciria a la sintesis de una proteina
totalmente inactiva. Ademas, la determinacion de la secuencia del gen SSIl de MK6827 mostré una mutacion de
transicion de G a A en la posicion 242, que también provocaria un truncamiento del gen. Este resultado confirma la
naturaleza alélica de las mutaciones 292 y MK6827.

La identificacion de las mutaciones en el gen SSII permitié el desarrollo de un diagnéstico del marcador de PCR para
la mutacién en 292. Se evalu6 este marcador de PCR para las 91 progenies de la poblaciéon de 292 x Tantangara y
mostré un 100% de cosegregacion con el fenotipo de endospermo encogido y el fenotipo de distribucion de
longitudes de cadena reducida para el almidén. El descubrimiento de mutaciones alélicas en los genes SSIlI de
cebadas de diferentes cédigos genéticos (292 y MK6827), que proporcionaron fenotipos similares, y el vinculo
perfecto de la mutacién con el fenotipo de grano encogido proporcionan un elevado grado de certeza de que las
mutaciones presentes en los genes SSII de 292, 342 y MK6827 son las mutaciones causales que proporcionan el
caracter de endospermo encogido.

El fenotipo observado en la presente para la mutacion SSll en la cebada es similar a los fenotipos de las mutaciones
SSIl en otras plantas en algunos aspectos, sin embargo, las mutaciones SSII no permiten obtener contenidos de
amilosa tan elevados como los que se encuentran en 292/342. Se conocen mutantes SSII en guisantes (rug5, Craig
et al., 1998) y Chlamydomonas (Fontaine et al., 1993) y proporcionan amilopectinas con distribuciones de longitudes
de cadena reducidas, como se ha observado en la presente. También existen datos que sugieren que la mutacion
Shrunken-2 en el maiz procede de la mutacion del gen SSlI, aunque esto todavia no se ha demostrado de forma
concluyente (Ham et al., 1998, Knight et al., 1998). En el maiz, la mutacion Shrunken-2 proporciona almidones con
temperaturas de gelatinizacién reducidas (Campbell et al., 1994). En el trigo, Yamamori ha desarrollado una linea
con tres mutaciones anuladoras que carece de la proteina Sgp-1 (Yamamori 1998), que ha resultado ser el producto
del gen SSII, segun han demostrado Li et al. (Li et al., 1999b). En el trigo, el contenido de amilosa aumenta hasta
aproximadamente un 35% y se observan granulos de almidon anormales, una cristalinidad alterada y una
temperatura de gelatinizacién alterada (Yamamori 1998). Las diferencias entre las propiedades de los mutantes SSlI
de la cebada y los mutantes SSII de otras especies son bastante inesperadas.

Se ha demostrado que la mutacion SSII se puede transferir de un cddigo genético a otro mediante cultivo y que
permite obtener una composicion y morfologia del grano diagnéstico tipicas de los 292, 342 y MK6827 originales. En
la Tabla 9, los datos de las lineas haploides dobles de 292 x Tantangara para el cociente L/G, contenido de (-
glucano, distribucion de longitudes de cadena, parametros de RVA y del volumen de hinchamiento de la harina
demuestran que las lineas que contienen la mutacién 292 presentan fenotipos tipicos del 292 original. En una
demostracion adicional, la segregacion de semillas de la progenie autosembrada de un segundo retrocruce de 292
con Sloop presenté una proporcion de segregacion coherente con una segregacion de 3:1 para el fenotipo normal
(74 semillas con un cociente L/G < 3.5) y el fenotipo encogido (21 semillas con un cociente L/G > 3.5).

La disponibilidad de la secuencia del gen SSIl y de sistemas de transformacion de la cebada proporciona las
herramientas necesarias para suprimir el gen SSIl empleando tecnologias de supresion genética, para producir un
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fenotipo comparable al de las mutaciones SSIl. Una estrategia muy eficaz desarrollada recientemente consiste en
producir un constructo de horquilla disefiado para producir un ARN bicatenario, que suprimiria la actividad SSlI
enddégena. Aunque los mutantes de supresion completa andlogos a las mutaciones descritas en la presente serian
de interés, el uso de constructos de ADN con diferentes promotores y la recuperaciéon de transgenes con diferentes
niveles de expresion del constructo de horquilla permitirian evaluar el impacto de la valoracion de la expresién del
gen desde niveles normales hasta niveles de supresién completa.

Se ha demostrado que se pueden transferir las mutaciones de 292 a cddigos genéticos alternativos de cebada, a la
vez que se mantienen las caracteristicas esenciales de la mutacién 292 original. En las Tablas 9 y 10 se muestran
los datos fenotipicos para la progenie haploide doble de 292 x Tantangara, y las semillas de un segundo retrocruce
con Sloop, e indican que los fenotipos se transfieren a través del proceso de cultivo.

Tabla 1

Composicion del grano de cebada

Contenido ' Contenido de ' Contenido de | Contenido B- Fibra Fibra Fibra
de amilosa por amilosa por proteico | glucano  dietética dietética dietética
almidén = HPLC (%)° | unién a yodo (%)? (%)® | total® (%) | insoluble' soluble?
(%)° (%) (%) (%)
Glaciar n.d. 31.0 n.d. 11.5 4.3 21.6 16.6 5
AC38 47 47.4 60.6 10.4 5.8 24.9 28.8 6.1
Himalaya 49 25 254 10.0 4.8 271 18.1 9
292 17.7 71 68.9 15.0 9.5 30.3 21.4 8.9
342 21.9 62.5 7.7 15.7 8.3 28.3 19.4 8.9
MK6827 10.2 n.d. 44 .4 21.3 n.d. n.d. n.d. n.d.
Waxiro 42.8 n.d. 5.0 14.6 n.d. 19.8 12.7 7.1.
Tantangara 51.6 n.d. 29.5 14.6 n.d. 17.2 12.7 4.5.

@ % del grano en peso, 14% de humedad
® 9% del contenido total de almidon
n.d. no determinado

Tabla 2

Dimensiones del grano

Peso del grano Longitud del grano Ancho del grano Grosor del grano Cociente
(mg) (mm) (mm) (mm) L/G
Himalaya 51.01 + 6.63° 7.01 £ 0.51 3.58 £ 0.34 2.82+0.36 2.48
Tantangara | 50.40 + 6.51% 7.22 +0.98 3.60 £ 0.25 2.73+0.21 2.64
Waxiro 45.71 + 5.21 7.54 +0.47 3.40+£0.20 2.67 £0.19 2.82
AC38 50.79 + 8.22 7.62 +0.65 3.35+0.27 2.64 £0.25 2.89
292 32.13 £ 4.67 7.05+0.49 3.63 +0.55 1.58 £ 0.20 4.46
342 35.45 + 6.01 7.28 + 0.55 3.76 £ 0.38 1.75+0.18 4.16
MK6827 44.89 + 3.78 11.20 £ 0.58 3.63+0.27 1.77 £0.33 6.33

N=50, excepto cuando se indica con , n=200
Tabla 3

Distribucion de longitudes de cadena de almidones desrramificados por isoamilasas

DP? Himalaya %° Tantangara %" AC38 %° 342 %° 292 %° MK6827 %"
DP 6-11 24.15 22.40 26.33 38.18 38.96 37.98
DP 12-30 69.12 67.59 67.12 54.14 53.42 55.60
DP 31-60 6.73 10.01 6.05 7.68 7.62 6.42

@ grado de polimerizacion
b porcentaje de distribucién de oligosacaridos expresado en base molar
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Tabla 4

Propiedades térmicas del almidon de cebada evaluadas por DSC

Pico 1 Pico 2
Inicio Maximo Final AH Inicio Maximo Final AH
Glaciar 554 59.3 65.3 4.2 93.9 101.4 107.7 0.87
AC38 55.0 62.2 68.2 3.9 89.3 100.1 106.9 1.195
Himalaya 56.8 60.9 68.0 4.5 93.1 101.8 108.3 0.78
292 46.0 51.2 58.1 0.29 88.7 97.7 104.9 1.34
342 45.2 50.4 56.8 0.47 86.5 97.0 105.0 1.59
Tabla 5

Parametros de RVA para almidones de cebada

Viscosidad | Fragilidad Fuerza de | Asenta- | Viscosidad Viscosidad final Temp. de
maxima sujecion miento final normalizada* pastificacion (°C)
Himalaya 871.5 653.1 218.4 235.8 454.2 926 64.9
Namoi 621.7 367.5 254.2 375.3 629.5 1284 65.9
AC38 226.7 87.3 139.4 188.4 327.8 697 68.9
292 92.1** o 133.9 230 363.9 2055 89.5
342 110.9** b 144.9 264.5 409.4 1869 87.9
MK6827 18.2** b 25.7 43.3 69 676 n.d.

* Viscosidad final dividida por el contenido de almidén del grano integral

** Valor registrado en el momento en que se alcanzé la viscosidad maxima para Himalaya
*** Valor inferior a cero

n.d. no determinado

Tabla 6

Datos de cristalinidad del almidon

Muestra % H20 (W.B) Cristalinidad %* % de A* | % de B* % de V*
292 29.6 9 - 13 87
342 35.8 12 - 18 81
AC38 26.1 19 93 7 (trazas)
Himalaya 27.7 27 93 7 (trazas)
Waxiro 29.7 41 94 6 -
(*_+5%)

Tabla 7

Andlisis de progenie

Cruce Encogido Relleno | Valor calculado para x* °
292 x Sloop? 45 155 X’(3:1)=1.0
292 x Tantangara® 45 46 X* (1:1) = 0.01

@ progenie de cruce estandar

b progenie haploide doble

¢ en cada caso, )(2 (0.05), df=1 = 3.84, por lo tanto, la poblacion de 292 x Sloop se corresponde con una segregacion
3:1 y la poblacion haploide doble de 292 x Tantangara se corresponde con una segregacion 1:1

Tabla 8

Clasificacion de las lineas haploides dobles de 292 x Tantangara

NUmero de linea® | Cascara® | Peso de la semilla Cociente DP 6-11 (%)° Contenido de PCR'
(mg) L/G® amilosa®
1 S 26 3.8 35.87 50.2 292
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Clasificacion de las lineas haploides dobles de 292 x Tantangara

NUmero de linea® | Cascara® | Peso de la semilla Cociente DP 6-11 (%)° Contenido de PCR'
(mg) L/G® amilosa®

2 S 24 4.21 36.87 56.2 292
3 C 43 3.32 25.45 18.3 Wit
5 S 40 4.58 39.47 55.5 292
7 S 34 4.28 19.63 43.0 292
8 C 48 3.02 21.6 46.7 Wit
9 S 31 2.76 22.89 25.9 Wit
10 S 26 3.02 27.56 211 Wit
11 S 34 3.55 37.90 447 292
12 C 50 2.94 26.37 32.8 Wit
13 S 27 4.29 38.68 48.4 292
14 C 56 3.07 22.98 20.8 Wit
15 C 46 2.74 24.88 22.9 Wit
16 C 43 2.78 25.40 18.3 Wit
17 S 31 3.8 37.37 54.2 292
18 S 31 4.51 37.46 57.5 292
19 C 26 3.1 29.57 22.7 Wit
20 C 53 3.04 25.42 23.8 Wt
21 S 31 4.5 38.51 59.1 292
22 S 27 4.63 37.25 27.2 292
23 C 47 2.73 24.11 21.2 Wit
24 S 27 4.58 36.89 42.0 292
26 C 35 3.57 19.50 15.1 Wit
27 C 22 4.3 36.81 48.6 292
28 S 31 4.34 38.88 37.0 292
30 S 30 4.04 38.05 48.4 292
31 S 23 4.25 37.07 51.7 292
32 C 48 2.62 20.67 13.0 Wit
33 S 25 4.92 35.68 33.3 292
34 S 31 4.01 38.34 46.1 292
35 C 43 3.16 20.07 23.6 Wit
36 S 26 4.33 36.93 29.7 292
38 C 38 3.01 21.11 9.1 Wit
39 C 33 2.92 20.49 23.5 Wit
40 C 36 2.99 19.57 2.2 Wit
41 S 30 4.05 37.82 40.9 292
42 C 47 2.95 20.80 11.9 Wit
43 S 40 3.24 21.97 18.1 Wit
45 C 52 2.78 19.97 14.5 Wit
46 S 29 4.44 35.87 32.1 292
47 S 35 3.69 36.34 92.9 292
48 C 31 2.54 20.27 13.4 Wit
49 C 54 2.94 22.29 19.3 Wit
50 C 50 2.94 21.92 20.6 Wit
51 C 43 3.73 20.59 18.1 Wit
53 S 31 412 36.52 55.3 292
54 S 34 4.02 35.17 57.1 292
55 C 32 4.19 41.35 60.4 292
56 S 29 3.17 21.48 18.1 Wit
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Clasificacion de las lineas haploides dobles de 292 x Tantangara

NUmero de linea® | Cascara® | Peso de la semilla Cociente DP 6-11 (%)° Contenido de PCR'
(mg) L/G® amilosa®

57 C 30 4.85 36.66 46.3 292
58 S 32 2.97 23.83 13.8 Wit
59 S 46 2.91 2415 9.2 Wit
60 C 44 2.74 22.39 13.5 Wit
61 S 31 4.47 35.67 61.3 292
63 S 32 4.3 36.94 394 292
64 C 39 2.93 21.95 20.5 Wit
65 S 26 3.87 37.51 20.7 292
66 S 30 4.03 36.89 48.7 292
67 C 36 3.17 20.24 14.4 Wit
68 S 43 2.65 22.53 8.4 Wit
69 S 32 3.93 36.34 54.7 292
70 C 43 2.77 22.28 17.6 Wit
71 S 29 3.73 38.73 31.5 292
72 C 47 2.65 22.00 20.8 Wit
73 S 36 4.09 39.58 49.0 292
74 S 24 4.18 36.15 47.8 292
75 C 34 2.99 24.42 14.2 Wit
76 S 31 4.35 35.95 49.9 292
77 C 49 3.19 21.22 17.0 Wit
78 C 33 2.78 21.27 15.6 Wit
79 C 31 2.85 23.04 21.2 Wit
80 C 38 3.18 19.88 18.9 Wit
81 C 37 2.84 24.22 16.2 Wit
82 C 33 4.64 39.99 45.3 292
84 S 28 3.62 36.98 28.9 292
85 S 26 6.44 44.43 41.3 292
86 C 32 2.87 30.73 16.1 Wit
88 S 26 4.62 46.12 39.3 292
89 C 38 2.88 31.25 16.3 Wit
90 C 32 3.19 31.11 13.8 Wit
91 S 31 417 42.86 37.3 292
92 S 27 3.99 45.30 44.6 292
93 C 37 2.99 30.77 12.5 Wit
94 C 43 3.67 29.46 21.9 Wit
96 S 33 5.69 47.34 52.2 292
97 S 23 3.41 31.36 17.1 Wit
98 S 32 5.95 45.27 52.4 292
99 S 19 3.68 38.36 1.7 292
100 C 36 3.1 31.92 15.4 Wit
101 S 58 3.29 24.71 2.9 Wit

@ Linea haploide doble de 292 x Tantangara

b Fenotipo de la cascara. S: sin cascara; C: con cascara

¢ Cociente L/G: cociente entre longitud y grosor

d Porcentaje de cadenas del almidon desrramificado con un DP entre 6 y 11, calculado en base molar como el
porcentaje de cadenas que se eluyen entre DP6 y DP65

© Contenido de amilosa determinado mediante el valor del yodo azul

" Clasificacion de PCR. 292: la reacciéon de PCR proporciona una banda que contiene una banda de 169 pares de
bases mas 103 pares de bases en la digestion de NlalV; Wt: la reaccion de PCR proporciona una banda que
contiene 111 pares de bases, 103 pares de bases y una banda de 57 pares de bases en la digestion de NlalV

32



ES 2380362 T3

Tabla 9

Analisis detallado de las lineas haploides dobles

Linea Cociente, FACE | Viscosidad Viscosidad Cociente de | Contenido de| Volumen de
L/G maxima de final de RVA viscosidad B-glucano | hinchamiento
RVA (unidades | (unidades de | maximalfinal (%) de la harina
de RVA) RVA)
Control
Sloop 2.78 235 535.8 483.5 1.11 23 7.54
Tantangara 2.64 22.4 507 395.1 1.28 5.16 5.97
Himalaya 2.48 24.2 873.9 449.3 1.94 8.53 8.18
AC38 2.89 26.33 226.7 327.8 0.69 5.8 3.75
292 4.46 38.9 92.1 363.9 0.25 13.09 2.00
MK6827 6.33 37.98 18.2 69 0.26 n.d. 2.1
Linea
haploide
doble
Natural
8 3.02 21.6 527.9 431.3 1.22 8.9 6.47
43 3.24 254 566.6 527.4 1.07 7.77 6.04
56 3.17 24.9 703.1 523.5 1.34 7.81 6.95
58 2.97 27.9 726.8 588.8 1.23 9.65 6.23
59 2.91 27.0 655 435.8 1.50 7.16 7.21
68 2.65 22.5 876.3 465.5 1.88 8.87 8.63
101 3.29 34.71 471.3 410.3 1.15 6.54 6.26
Ssil
mutante
5 4.58 39.5 68.7 316.6 0.217 9.87 2.55
11 3.55 48.2 51.5 240.8 0.21 8.36 2.58
13 4.29 38.7 43.7 265.5 0.16 11.13 2.92
27 4.30 36.8 20.3 96.6 0.21 13.11 2.7
30 4.04 38.05 57.3 251.1 0.23 10.56 2.27
31 4.25 371 17.6 124.5 0.14 11.35 2.48
33 4.92 35.7 11.7 83.5 0.14 7.22 2.13
36 4.33 36.9 14.5 93.6 0.15 7.20 2.20
46 4.44 35.9 31.3 175.8 0.18 10.02 2.32
91 4.17 42.9 35.8 189.5 0.19 11.3 243

n.d. no determinado
Tabla 10

Datos de hinchamiento de la harina para las semillas BC2F2

Linea Volumen de hinchamiento
C5/1 Planta 1 L/G > 3.5 2.118
C5/1 Planta 1 LIG < 3.5 6.913
65/2 Planta 1 L/G > 3.5 2.382
65/2 Planta 1 L/IG < 3.5 7.565
65/2 Planta 2 L/G > 3.5 2.409
5/2 Planta 2 L/G < 3.5 6.707
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EJEMPLO 2

Diseno y construccién de vectores

Las regiones del gen SSII de la cebada (segun se han definido en la Figura 15) se clonaron en vectores para su
transformacion. Se prepararon tres constructos para cada gen diana, abordando las estrategias de supresién
genética: (1) cosupresion en sentido, (2) supresion en antisentido y (3) supresion mediada por duplex.

La Figura 16 ilustra la configuracion de las secuencias en los constructos de ADN disefiada para suprimir la
expresion del gen diana enddgeno. El promotor se puede seleccionar entre un promotor especifico de endospermo
(tal como el promotor de glutenina de elevado peso molecular, el promotor SSI del trigo, el promotor BEII del trigo) o
promotores no especificos para el endosperrmo (tales como ubiquitina o 35S). El constructo también puede contener
otros elementos que faciliten la transcripcion tales como el elemento nos 3 de OCS. Las regiones de ADN ilustradas
se incorporaran en vectores que contienen secuencias de genes marcadores seleccionables adecuadas y otros
elementos, o en vectores que se transforman conjuntamente con vectores que contienen estas secuencias.

Transformacion del cereal

Se han descrito métodos para la transformaciéon de la cebada (Tingay et al., 1997; Wan et al, 1994), la avena
(Somers et al., 1992, 1994; Gless et al., 1998; Zhang et al., 1999, Cho et al., 1999) y el centeno (Castillo et al., 1994;
Pena et al., 1984), y estos métodos se pueden emplear para transferir constructos de ADN y generar de este modo
plantas transgénicas.

Anélisis de las plantas transgénicas

La identificacién de las plantas transgénicas se llevé a cabo mediante la identificacion del ADN del constructo de
ADN por PCR o hibridacion de Southern. Los niveles de la expresion de los genes biosintéticos del almidén de
cebada individuales se evaluaron tanto en el ARNm como a niveles de proteinas mediante técnicas estandar tales
como la hibridacion de Northern y el ensayo de Western blot, respectivamente. El contenido y la composicion del
grano y el almidén se evaluaron empleando técnicas estandar tales como las mostradas en el Ejemplo 1.
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<212> ADN

<213> Hordeum vulgare

<220>

<223> ADNCc de SSilI

<400> 1

cctcgaggtg
gcecgettctg
cggcggtcge
cacggaggag
ggcggeegte
ggatcgacga
aggtcgcgga
cgcecggcace
gtgagaacaa
cacgecgcgcec
aggtcgcctce
tttccatcag
ccgttttccce
ctgctcccag
ttgtcaaaga
aagacctttg
atggctcggce
gacctttggce
ggtgcaaaac
gaggacatcg
tcggagtccg
cttatatcga
aagacattta
ccgetgtega
tggtcttcat
acagggacca
accagggccg
aacacttcag
tgaagatggc
tggagggcgg
tcgtgaacgg
acggctacac
ccctgcageg
ggcggctgga

cgtttacccc
cccgcccatc
gtceccecegeg
ggcgagggtg
gcegetgcag
cgcecgegeec
tcccgtcaag
gaggcaggac
acctaccggce
ccatctgtca
gcecgecgace
taacaaggtg
ggccaagaag
gctggacact
agctccaaaa
ggatttcaag
tgttgcagat
aggggagaac
aggtggtctt
tgttatggtt
aaaatactac
tggagtggat
tgggggcagce
ggttcecttgg
tgcaaatgat
tggtttgatg
tggccctgta
actgtacgac
ggaccaggtt
ctgggggett
catcgacaac
caacttctcc
cgagctgggg
cgggcagaag

acacagagta
gtaccgtcgce
tccttccteg
ggcgegtege
cgcacggctc
ggtaggcagce
acgctcgatc
gccgeceegte
ggcggtggeg
atccaaaaca
agcatagtgg
ccgeecgtecg
acgctgcecgt
gtcagcgatg
ccaaaggctc
aaatacattg
gatgcgggtt
gtcatgaacg
ggagatgttg
gtggtaccaa
aaggctgctg
tttgtgttca
agacaggaaa
cacgttccat
tggcacacgg
caatacagtc
gatgaattcce
cececgteggeg
gtcgtcgtga
cacgacatca
atggagtgga
ctgaagacgc
ctgcaggtcce
ggcgtggaga

cactccaact
ccgccccgat
cgctecgegtce
caacccgege
gcgacggagce
cccgegeteg
gcgacgccge
tgccgagtaa
cgactaaaga
gagtaccggt
atgtcgegtc
ttgtcccagce
cgtcecggcete
tggaacttgc
tttcggccce
gtttcgagga
cctttgaaca
tggtcgtcgt
cgggtgettt
ggtatgggga
gacaggatat
ttgacgctcc
ttatgaagcg
gcggeggtgt
cactcctgee
gctccgttat
cgttcaccga
gtgagcacgc
gccecgggta
tacggcagaa
accctgaggt
tggactccgg
gcggcgacgt
tcatcgcgga

36

ccagtccaat
ccecggecgec
cgcctecgecec
tggggcegge
ggtggccgeg
ccgctatggce
ggaaggtggt
gaacggcacg
cagcgggett
gaacggtgaa
tccgggttce
caagaagacg
aaattttgtg
acagaagaag
tgcagcceccce
gcccgtggag
tcaccagaat
tgctgctgaa
gcccaaggct
ctatgaggaa
ggaagtgaat
tctcttecga
catgattttg
cccttacggg
tgtctatctg
ggtgatacat
gttgcctgag
caactacttc
cctgtgggag
cgactggaag
ggacgtccac
caagcggcag
gccgetgete
cgcgatgccce

ccagcccact
gccatgtegt
gggagatcat
aggctgcaat
cgcgecgecg
gccgccacca
gggccgtccec
ctgatcaacg
gccacacceg
aacaaacata
gcagctaaca
ccgecgtegt
tccteggect
gatgcgctga
gctgtacaag
gccaaggatg
catgattccg
tgttctccct
ttggctaaga
gcctacgatg
tatttccatg
caccgtcagc
ttctgcaagg
gatggaaatc
aaagcatatt
aacatcgctc
cactacctgg
gcecgeeggec
ctgaagacgg
acccgecggcea
ctgaagtcgg
tgcaaggagg
gggttcatcg
tggatcgtga

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



10

15

<210> 2
<211> 2950
<212> ADN

gccaggacgt
agcacttcga
tggcgcaccg
gcgggetgaa
gcggcttgag
cgttcgaccg
accgggacca
gctgggaaca
gaacgctgct
gcacttgcag
ccgecgaggtt
tgttgcaggt
tgttaacttg
tattcttgct
caagtgacat

<213> Hordeum vulgare

<220>
<221> mutacion

<222> 235

gcagctggtg
gcgggagceac
gatcacggcg
ccagctctac
ggataccgtg
cgccgaggcg
caaggagagc
tgccgccaag
acccggtcca
atttggcgca
gagacgctga
atatgggaat
gtattgtaat
agctaagtcg
ggttggtttg

ES 2380362 T3

atgctgggca
cacgacaagg
ggcgecgacg
gcgatggcct
ccgeegtteg
cacaagctga
tggaggggcec
ctctacgagg
gccecgeatg
cgcaggaacg
ttccgatctg
gtttttttte
gtggtatgcet
gaggccaaga
aaaaaaaaaa

cggggcgeca
tgcgegggtg
cgctcctcat
acggcaccgt
accccttcaa
tcgaggcgcet
tccaggagcg
acgtcctcegt
cgtgcatgag
tgccgtectt
gtccgtecgea
ctttetttet
gtgtgcatta
gcgaaagcta
aaaaaaaaaa

<223> ADNCc del gen SSlI de la linea de cebada MK6827

<400> 2

gtgcgtttac
ctgceccgece
cgcgtececec
gagggcgagg
gtcgccgetg
cgacgccgcg
ggatcccgtc
accgaggcag
caaacctacc
gccceccatctg
ctcgecgecg
cagtaacaag
ccecggccaag
cggctcaaat
acttgcacag
ggcccctgca
cgaggagccc
tgaacatcac
cgtegttget
tgctttgcee
tggggactat
ggatatggaa
cgctcctcte
gaagcgcatg
cggtgtccct
cctgectgte
cgttatggtg

cccacacaga
atcgtaccgt
gcgtecttec
gtgggcgegt
cagcgcacgg
cccggtagge
aagacgctcg
gacgccgecc
ggcggeggtg
tcaatccaga
accagcatag
gtgccgeegt
aaggcgccgce
tttgtgtcct
aagaaggatg
gcccccgetg
gtggaggcca
cagaatcatg
gctgaatgtt
aaggctttgg
gaggaagcct
gtgaattatt
ttccgacacc
attttgttct
tacggggatg
tatctgaaag
atacataaca

gtacactcca
cgccecgccce
tcgegetcege
cgccaacccg
ctcgcgacgg
agceccegege
atcgcgacgce
gtctgccgag
gcgcgactaa
acagagtacc
tggatgtcge
ccgttgtccce
cgtcgtcegt
cggcctctgce
cgctgattgt
tacaagaaga
aggatgatgg
attccggacce
ctccctggtg
ctaagagagg
acgatgtcgg
tccatgctta
gtcagcaaga
gcaaggccgce
gaaatctggt
catattacag
tcgctcacca

actccagtcc
gatcccggcec
gtcecgeccteg
cgctggggece
agcggtggcec
tcgecgetat
cgcggaaggt
taagaacggc
agacagcggg
ggtgaacggt
gtctcegggt
agccaagaag
tgtceceggee
tcccaggctg
caaagaagct
cctttgggat
ctcggetgtt
tttggcaggg
caaaacaggt
acatcgtgtt
agtccgaaaa
tatcgatgga
catttatggg
tgtcgaggtt
cttcattgca
ggaccatggt
gggccgtgge

37

cgacctggag
ggtggggttc
gceccteecegg
ccecegtegtg
ccactcecggg
cgggcactgc
cggcatgtcg
ccaggccaag
aggatggaaa
cttgatgaga
gagtagagtg
gcgagggagg
ttacatcggt
gctcacatgt

agtccagccc
gccgecatgt
ccecgggagat
ggcaggctgce
gcgcgegecg
ggcgecgeca
ggtgggccgt
acgctgatca
ctgcccacac
gaaaacaaac
tccgcagecta
acgccgcegt
aagaagacgc
gacactgtca
ccaaaaccaa
ttcaagaaat
gcagatgatg
gagaacgtca
ggtcttggag
atggttgtgg
tactacaagg
gtggattttg
ggcagcagac
ccttggcacg
aatgattggc
ttgatgcaat
cctgtagatg

agcatgctgce
tccgtgcgece
ttcgagcegt
cacgccgtcg
ctcgggtgga
ctccgcacct
caggacttca
taccagtggt
tgcgcattgce
acgccggcat
aaacgctect
tatatgggaa
tgttgttget
ctgatgtatg

actgccgett
cgtcggecggt
catcacggag
aatgacggcc
ccgggatcga
ccaaggtcgce
cccecgecggce
acggtgagaa
ccgcacgcgce
ataaggtcgc
acatttccat
cgtccgtttt
tgcecgtegtce
gcgatgtgga
aggctcttte
acattggttt
cgggttcctt
tgaacgtggt
atattgcggg
taccaaggta
ctgctggaca
tgttcattga
aggaaattat
ttccatgcgg
acacggcact
acagtcgctc
aattccecgte

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2920

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



10

15
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caccgagttg cctgagcact acctggaaca cttcagactg
gcacgccaac tacttcgecg ccggcctgaa gatggeggac
cgggtacctg tgggagctga agacggtgga gggcggctgg
gcagaacgac tggaagaccc gcggcatcgt gaacggcatc
tgaggtggac gtccacctga agtcggacgg ctacaccaac
ctcecggcaag cggcagtgca aggaggccct gcagcgcgag
cgacgtgccg ctgctcgggt tcatcgggcg getggacggg
cgcggacgcg atgccctgga tcgtgagcca ggacgtgcag
gcgccacgac ctggagagca tgctgcagca cttcgagegg
cgggtgggtg gggttctccg tgcgecctggc gcaccggatc
cctcatgeccc tcceggttcg ageccgtgcgg gctgaaccag
caccatccct gtcgtgcacg ccgtcecggcecgg cctgagggat
cttcaaccac tcecgggctcg ggtggacgtt cgaccgcgec
ggcgcteggg cactgectcc gcacctaccg ggaccacaag
ggagcgcgge atgtcgcagg acttcagctg ggaacatgec
cctegtccag geccaagtace agtggtgaac gctgctacce
catgagagga tggaaatgcg cattgcgcac ttgcagattt
gtccttcttg atgggaacgc cggcatccgce gaggttgaga
gtcgcagagt agagtgaaac gctccttgtt gcaggtatat
ttttettttt gcgagggagg tatatgggaa tgttaacttg

gtgtgcatta ttacatcggt tgttgttgct tattettget
gcgaaagcta gctcacatgt ctgatgtatg caagtgacat
gcaaacggca

<210> 3

<211> 2951

<212> ADN

<213> Hordeum vulgare

<220>
<223> ADNCc del gen SSilI del cultivar Morex de cebada

<400> 3

gtgcgtttac cccacacaga gtacactcca actccagtcc
ctgceccgece atcgtaccgt cgcccgcccec gatcccggcec
cgcgtcccce gegtecttce tegecgetege gtccgecteg
gagggcgagg gtgggcgegt cgccaacccg cgctggggec
gtcgeegetg cagcgcacgg ctcgcgacgg agcggtggcc
cgacgccgeg cccggtaggce agccccgege tcgccgetat
ggatcccgtc aagacgctcg atcgecgacgce cgcggaaggt
accgaggcag gacgccgccce gtctgccgag taagaacggc
caaacctacc ggeggeggtg gegcgactaa agacagceggg
gccccatctg tcaatccaga acagagtacc ggtgaacggt
ctcgecgecg accagcatag tggatgtcgce gtctcecgggt
cagtaacaag gtgccgccgt ccgttgtccc agccaagaag
cccggccaag aaggcegecge cgtcegtccgt tgtcccggcec
cggctcaaat tttgtgtcct cggcectctge tcccaggctg
acttgcacag aagaaggatg cgctgattgt caaagaagct
ggcccctgca geccccegetg tacaagaaga cctttgggat
cgaggagccc gtggaggcca aggatgatgg ctcggetgtt
tgaacatcac cagaatcatg attccggacc tttggcaggg
cgtcgttgct gctgaatgtt ctccctggtg caaaacaggt
tgctttgecc aaggctttgg ctaagagagg acatcgtgtt
tggggactat gaggaagcct acgatgtcgg agtccgaaaa

38

tacgaccccg
caggttgtcg
gggcttcacg
gacaacatgg
ttctececctga
ctggggctge
cagaagggcg
ctggtgatgce
gagcaccacg
acggegggceg
ctctacgcga
accgtgccgce
gaggcgcaca
gagagctgga
gccaagctcet
ggtccagcce
ggcgcatgca
cgctgattce
gggaatgttt
gtattgtaat
agctaagtcg
ggttggtttg

agtccagcce
gccgccatgt
cccgggagat
ggcaggctgce
gegegegeceg
ggcgccgcca
ggtgggccgt
acgctgatca
ctgecccacac
gaaaacaaac
tccgecagcta
acgccgccgt
aagaagacgc
gacactgtca
ccaaaaccaa
ttcaagaaat
gcagatgatg
gagaacgtca
ggtcttggag
atggttgtgg
tactacaagg

tcggcggtga
tcgtgagccc
acatcatacg
agtggaaccc
agacgctgga
aggtccgegg
tggagatcat
tgggcacggg
acaaggtgcg
ccgacgegcet
tggcctacgg
cgttcgaccc
agctgatcga
ggggcctcca
acgaggacgt
cgcatgcgtg
ggaacgtgcc
gatctggtecc
tttetttect
gtggtatgct
gaggccaaga
gttgtgcagt

actgccgctt
cgtcggcggt
catcacggag
aatggcggcec
ccgggatcga
ccaaggtcgc
cceccgecgge
acggtgagaa
ccgeacgegce
ataaggtcgc
acatttccat
cgtccgtett
tgccgtcgtce
gcgatgtgga
aggctctttce
acattggttt
cgggttcctt
tgaacgtggt
atgttgcggg
taccaaggta
ctgctggaca

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2950

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260



10

15

ggatatggaa gtgaattatt
cgctecctcte ttccgacacc
gaagcgcatg attttgttct
cggtgtccct tacggggatg
cctgcctgte tatctgaaag
cgttatggtg atacataaca
caccgagttg cctgagcact
gcacgccaac tacttcgccg
cgggtacctg tgggagctga
gcagaacgac tggaagaccc
tgaggtggac gtccacctga
ctccggcaag cggcagtgca
cgacgtgccg ctgctegggt
cgcggacgcg atgccctgga
gcgccacgac ctggagagca
c©gggtgggtg gggttctccg
cctcatgccc tcccggttcg
caccatccect gtcgtgcacg
cttcaaccac tccgggetcg
ggcgctcggg cactgcctec
ggagcgcgge atgtcgeagg
cctcgtccag gccaagtacce
catgagagga tggaaatgcg
gtccttcttg atgggaacgc
gtcgcagagt agagtgaaac
cceetttttt tgcgagggag
tgtgtgcatt attacatcgg
agcgaaagct agctcacatg
tgcaaacggc a

<210> 4

<211> 2946

<212> ADN

<213> Hordeum vulgare

<220>
<221> mutacion
<222> 1855

ES 2380362 T3

tccatgctta tatcgatgga gtggattttg
gtcagcaaga catttatggg ggcagcagac

gcaaggccgce
gaaatctggt
catattacag
tcgctcacca
acctggaaca
ccggectgaa
agacggtgga
gcggcatcegt
agtcggacgg
aggaggccct
tcatcgggeg
tcgtgagcca
tgctgcagca
tgecgeectgge
agccgtgcgg
ccgtcggegg
ggtggacgtt
gcacctaccg
acttcagctg
agtggtgaac
cattgcgcac
cggcatccge
gctccttgtt
gtatatggga
ttgttgttgce
tctgatgtat

<223> ADNCc del gen SSlI de la linea 292 de cebada

<400> 4

gtgcgtttac cccacacaga
ctgeccegece atcgtaccgt
cgcgtececce gegtecttee
gagggcgagg gtgggcgegt
gtcgececgetg cagcgcacgg
cgacgeccgcg cccggtaggce
ggatcccgtc aagacgctcg
accgaggcag gacgccgccec
caaacctacc ggcggcggtg
gcceccatctg tcaatccaga
ctcgcecgecg accagcatag
cagtaacaag gtgccgecgt

gtacactcca
cgcccgecce
tcgcgctege
cgccaacccg
ctcgegacgg
agcccegege
atcgcgacge
gtctgccgag
gcgcgactaa
acagagtacc
tggatgtcgce
ccgttgtcce

tgtcgaggtt
cttcattgca
ggaccatggt
gggcegtggce
cttcagactg
gatggcggac
gggcggctgg
gaacggcatc
ctacaccaac
gcagcgcgag
gctggacggg
ggacgtgcag
cttcgagcgg
gcaccggatce
gctgaaccag
cctgagggat
cgaccgegee
ggaccacaag
ggaacatgcece
gctgctacce
ttgcagattt
gaggttgaga
gcaggtatat
atgttaactt
ttattcttgc
gcaagtgaca

actccagtcc
gatccecggcec
gtecegectceg
cgctggggcec
agcggtggcce
tcgccgectat
cgcggaaggt
taagaacggc
agacagcggg
ggtgaacggt
gtctcecgggt
agccaagaag

39

ccttggcacg
aatgattggc
ttgatgcaat
cctgtagatg
tacgaccccg
caggttgtcg
gggcttcacg
gacaacatgg
ttctecctga
ctggggctge
cagaagggcg
ctggtgatgce
gagcaccacg
acggcgggcyg
ctctacgcga
acecgtgecge
gaggcgcaca
gagagctgga
gccaagctct
ggtccagccc
ggcgcatgca
cgctgattcc
gggaatgttt
ggtattgtaa
tagctaagtc
tggttggttt

agtccagccc
gccgecatgt
ccecgggagat
ggcaggctge
gcgcegegecg
ggcgccgeca
ggtgggccgt
acgctgatca
ctgcccacac
gaaaacaaac
tcecgecageca
acgcecgeecgt

tgttcattga
aggaaattat
ttccatgegg
acacggcact
acagtcgctc
aattcccgtt
tcggcggtga
tcgtgagccc
acatcatacg
agtggaacce
agacgctgga
aggtccgcgg
tggagatcat
tgggcacggg
acaaggtgcg
ccgacgcgcet
tggcctacgg
cgttcgacce
agctgatcga
ggggcctcca
acgaggacgt
cgcatgcgtg
ggaacgtgcc
gatctggtcc
ttttttecet
tgtggtatgc
ggaggccaag
ggttgtgcag

actgccgcett
cgtcggeggt
catcacggag
aatggcggcec
ccgggatcga
ccaaggtcgc
cceccgeegge
acggtgagaa
ccgecacgcgce
ataaggtcgc
acatttccat
cgtcecgtttt

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2951

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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<210>5
<211> 802
<212> PRT

cccggecaag
cggctcaaat
acttgcacag
ggccecctgea
cgaggagccc
tgaacatcac
cgtcgttget
tgctttgcece
tggggactat
ggatatggaa
cgctectetce
gaagcgcatg
cggtgtcect
cctgcctgte
cgttatggtg
caccgagttg
gcacgccaac
cgggtacctg
gcagaacgac
tgaggtggac
ctccggcaag
cgacgtgccg
cgcggacgeg
gcgccacgac
c€gggtgggtg
cctcatgecc
caccatccct
cttcaaccac
ggcgetceggg
ggagcgcggce
cctcgteccag
catgagagga
gtccttettg
gtcgcagagt
tcttttgega
gcattattac
aagctagctc
acggca

<213> Hordeum vulgare

<220>

aaggcgccge
tttgtgtcct
aagaaggatg
gcceccgetg
gtggaggcca
cagaatcatg
gctgaatgtt
aaggctttgg
gaggaagcct
gtgaattatt
ttccgacacc
attttgttct
tacggggatg
tatctgaaag
atacataaca
cctgagcact
tacttecgccg
tgggagctga
tggaagaccc
gtccacctga
cggcagtgceca
ctgctcgggt
atgccctgga
ctggagagca
gggttctcecg
tcceggtteg
gtcgtgcacg
tccgggeteg
cactgcctcee
atgtcgcagg
gccaagtacc
tggaaatgcg
atgagaacgc
agagtgaaac
gggaggtata
atcggttgtt
acatgtctga

ES 2380362 T3

cgtcgtcegt
cggcctctge
cgctgattgt
tacaagaaga
aggatgatgg
attccggacc
ctcecectggtg
ctaagagagg
acgatgtcgg
tccatgctta
gtcagcaaga
gcaaggccgc
gaaatctggt
catattacag
tcgctcacca
acctggaaca
ccggectgaa
agacggtgga
gcggcatcegt
agtcggacgg
aggaggccct
tcatcgggceg
tcgtgagcca
tgctgcagca
tgecgectgge
agccgtgcgg
ccgtcggegg
ggtggacgtt
gcacctaccg
acttcagctg
agtggtgaac
cattgcgcac
cggcatccge
gctccttgtt
tgggaatgtt
gttgcttatt
tgtatgcaag

tgtcccggcece
tcccaggctg
caaagaagct
cctttgggat
ctcggetgte
tetggcaggg
caaaacaggt
acatcgtgtt
agtccgaaaa
tatcgatgga
catttatggg
tgtcgaggtt
cttcattgca
ggaccatggt
gggcegtgge
cttcagactg
gatggcggac
gggcggetgg
gaacggcatc
ctacaccaac
gcagcgcgag
gctggacggg
ggacgtgcag
cttcgagegg
gcaccggatc
gctgaaccag
cctgagggat
cgaccgcgcec
ggaccacaag
ggaacatgcc
gctgctaccce
ttgcagattt
gaggttgaga
gcaggtatat
aacttggtat
cttgctagcet
tgacatggtt

aagaagacgc
gacactgtca
ccaaaaccaa
ttcaagaaat
gcagatgatg
gagaacgtca
ggtcttggag
atggttgtgg
tactacaagg
gtggattttg
ggcagcagac
ccttggcacg
aatgattggc
ttgatgcaat
cctgtagatg
tacgaccccg
caggttgtcg
gggcttcacg
gacaacatgg
ttctcectga
ctggggctge
cagaagggcg
ctggtgatgc
gagcaccacg
acggcgggcg
ctctacgcga
accgtgccgce
gaggcgcaca
gagagctgga
gccaagctct
ggtccagcecce
ggcgcacgca
cgctgattcc
gggaatgttt
tgtaatgtgg
aagtcggagg
ggtttggttg

tgccgtegtce
gcgatgtgga
aggctctttc
acattggttt
cgggttcctt
tgaacgtggt
atgttgcggg
taccaaggta
ctgctggaca
tgttcattga
aggaaattat
ttccatgcgg
acacggcact
acagtcgctc
aattcccgtt
tcggeggtga
tcgtgagccc
acatcatacg
agtgaaaccc
agacgctgga
aggtccgcgg
tggagatcat
tgggcacggg
acaaggtgcg
ccgacgcgcet
tggcctacgg
cgttcgaccce
agctgatcga
ggggcctcca
acgaggacgt
cgcatgcgtg
ggaacgtgcc
gatctggtcc
ttttteccttt
tatgctgtgt
ccaagagcga
tgcagtgcaa

<223> Secuencia de aminoacidos deducida para SSlI del cultivar Morex de la cebada

<400> 5

Met Ser Ser Ala Val Ala Ser Pro Ala Ser Phe Leu Ala Leu Ala

1

Ser Ala Ser Pro Gly Arg Ser Ser Arg Arg Arg Ala Arg Val Gly

Ala Ser Pro Thr Arg Ala Gly Ala Gly Arg Leu Gln Trp Arg Pro

5

20

35

40

10

25

40

15

30

45

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2946



Ser
Ala
Arg
Leu
Pro
Ile
Asp
Gln
Ser
Ala
Ala
Leu
Arg
Ala
Pro
Tyr
Ala
Asp
Val
Asp
Arg
Tyr
Met
val
Tyxr

Cys

Pro

Ala

Arg

Asp

Arg

Asn

Ser

Asn

Pro

Asn

Lys

Pro

Leu

Leu

Ala

Ile

val

Ser

Ala

val

val

Asp

Glu

Phe

Gly

Lys

Leu

Gly

Tyr

Arg

Gln

Gly

Gly

Arg

Pro

Ile

Lys

Ser

Asp

Ile

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

Met

val

val

Ile

Gly

Ala

Gln
Ile
Gly
Asp
Asp
Glu
Leu
val
Thr
Ser
Thr
Ser
Thr
val
Pro
Phe
Asp
Pro
Glu
Gly
val
Gly
Asn
Asp
Ser

Ala

ES 2380362 T3

Arg
50

Asp
65

Ala
80

Ala
95

Ala
110
Asn
125
Pro
140
Pro

Ser
170
Ile
185
Pro
200
Gly
215
val
230
Lys
245
Ala
260
Glu
275
Asp
290
Leu
305
Cys
320
Ala
33s
val
350
val
365
Tyx
380
Ala
395
Arg
410
val
425

Thr

Asp

Ala

Ala

Ala

Lys

Thr

vVal

Ile

Ser

Pro

ser

Serxr

Glu

val

Glu

Ala

Ala

Ser

Leu

Val

Arg

Phe

Pro

Gln

Glu

Ala

Ala

Thr

Glu

Arg

Pro

Pro

Asn

val

Asn

Ser

Asn

Asp

Ala

Gln

Pro

Gly

Gly

Pro

Pro

Pro

Lys

His

Leu

Glu

val

Arg
Ala
Lys
Gly
Leu
Thr
Ala
Gly
Asp
Lys
Ser
Phe
val
Pro
Glu
val
Ser
Glu
Trp
Lys
Arg
Tyr
Ala
Phe
Ile

Pro

41

Asp
Pro
Val
Gly
Pro
Gly
Arg
Glu
Val
Val
Val
Val
Glu
Lys
Asp
Glu
Phe
Asn
Cys
Ala
Tyr
Tyr
Tyr
Arg
Met

Trp

Gly
S5

Gly
70

Ala
85

Gly
100
Ser
115
Gly
130
Ala
145
Asn
160
Ala
175
Pro
190
Phe
208
Ser
220
Leu
235
Pro
250
Leu
265
Ala
280
Glu
295
val
310
Lys
325
Leu
340
Gly
355
Lys
370
Ile
385
His
400
Lys
415
His
430

Ala
Arg
Asp
Pro
Lys
Gly
Pro
Lys
Ser
Pro
Pro
Ser
Ala
Lys
Trp
Lys
His
Met
Thr
Ala
Asp
Ala
Asp
Arg
Arg

val

val

Gln

Pro

Ser

Asn

Gly

His

Pro
Ser
Ala
Ala
Gln
Ala
Asp
Asp
His
Asn
Gly
Lys
Tyr
Ala
Gly
Gln
Met

Pro

Ala
Pro
val
Pro
Gly
Ala
Leu
Lys
Gly
val
Lys
Ser
Lys
Leu
Phe
Asp
Gln
val
Gly
Arg
Glu
Gly
val
Gln
Ile

Cys

Ala
Arg
Lys
Pro
Thr
Thr
Ser
val
Ser
val
Lys
Ala
Lys
Ser
Lys
Gly
Asn
Val
Leu
Gly
Glu
Gln
Asp
Asp
Leu

Gly

Arg
60

Ala
75

Thr
90

Ala
105
Leu
120
Lys
135
Ile
150
Ala
165
Ala
180
Pro
195
Thr
210
Pro
225
Asp
240
Ala
255
Lys
270
Ser
285
His
300
val
315
Gly
330
His
345
Ala
360
Asp
375
Phe
390
Ile
405
Phe
420
Gly
435
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<210> 6

<211> 802

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare

<220>

val

His

Ile

Glu

val

Ala

Lys

Asn

Glu

Thr

Lys

vVal

val

vVal

Met

Trp

Ala

Asn

Ala

Asn

Lys

His

Asp

Val

Pro
Thr
Gly
Ala
Leu
Gly
Asp
Thr
Asp
Trp
Asn
Glu
Pro
Glu
Gln
Leu
val
Asp
Gln
val
His
Leu
Lys
Phe

Gln

Tyr

Ala

Leu

His

Pro

Gly

Gln

val

Trp

Asn

Phe

Ala

Leu

Ile

Leu

Gln

Gly

Ala

Leu

Gly

Sexr

Ile

Glu

Ser

Ala

Gly

Leu

Met

Gln

Glu

Glu

Val

Glu

Lys

Pro

Ser

Leu

Leu

Ile

Val

His

Phe

Leu

Tyr

Gly

Gly

Glu

Ser

Trp

Lys

ES 2380362 T3

Asp
440
Leu
455
Gln
470
Gly
485
His
500
His
515
val
530
Gly
545
Thr
560
Glu
575
Leu
590
Gln
605
Gly
620
Ala
635
Met
650
Phe
665
Ser
680
Leu
695
Ala
710
Leu

Leu
740
Ala
755
Trp
770
Glu
785
Tyr
800

Gly

Pro

Tyr

Arg

Tyr

Ala

Val

Gly

Arg

val

Lys

Arg

Phe

Asp

Leu

Glu

val

Met

Met

Arg

Gly

Leu

Arg

His

Gln

Asn
val
Ser
Gly
Leu
Asn
Val
Trp
Gly
Asp
Thr
Glu
Ile
Ala
Gly
Arg
Arg
Pro
Ala
Asp
Trp
Gly
Gly
Ala

Trp

Leu
Tyr
Arg
Pro
Glu
Tyr
Ser
Gly
Ile
val
Leu
Leu
Gly
Met
Thr
Glu
Leu
Ser
Tyx
Thr
Thr
His
Leu

Ala

val

Leu

Ser

val

His

Phe

Pro

Leu

val

His

Asp

Gly

Arg

Pro

Gly

His

Ala

Arg

Gly

val

Phe

Gln

Lys

Phe
445
Lys
460
Val
475
Asp
490
Phe
505
Ala
520
Gly
535
His
550
Asn
565
Leu
580
Ser
595
Leu
610
Leu
€625
Trp
640
Arg
655
His
670
His
685
Phe
700
Thr
715
Pro
730
Asp
745
Leu
760
Glu
775
Leu
790

Ile

Ala

Met

Glu

Arg

Ala

Tyr

Asp

Gly

Lys

Gly

Gln

Asp

Ile

His

Asp

Arg

Glu

Ile

Pro

Arg

Axrg

Arg

Tyr

Ala

Tyr

val

Phe

Leu

Gly

Leu

Ile

Ile

Ser

Lys

Val

Gly

val

Asp

Lys

Ile

Pro

Pro

Phe

Ala

Thr

Gly

Glu

Asn

Tyr

Ile

Pro

Tyr

Leu

Trp

Ile

Asp

Asp

Arg

Arg

Gln

Ser

Leu

val

Thr

cys

val

Asp

Glu

Tyr

Met

Asp

Asp

Arg

His

Phe

Asp

Lys

Glu

Arg

Asn

Gly

Gln

Gly

Lys

Gln

Glu

Arg

Ala

Gly

val

Pro

Ala

Arg

Ser

val

<223> Secuencia de aminoacidos deducida para SSlI del cultivar Himalaya de cebada

<400> 6

42

Trp
450
Asp
465
Asn
480
Thr
495
Pro

Met
525
Leu
540
Gln
558
Met
570
Tyr
585
Cys
600
Asp
615
Gly
630
Asp
645
Ser
660
Gly
675
Gly
690
Leu
705
His
720
Phe
735
His
750
Asp
765
Gln
780
Leu
795



Met

Ser

Ala

Ser

Ala

Arg

Leu

Pro

Ile

Asp

Gln

Ser

Ala

Ala

Leu

Arg

Ala

Pro

Ala

Asp

val

Asp

Ser

Ala

Ser

Pro

Ala

Arg

Asp

Arg

Asn

Ser

Asn

Pro

Asn

Lys

Pro

Leu

Leu

Ala

Ile

val

Ser

Ala

val

Ser
Ser
Pro
Leu
Gly
Tyr
Arg
Gln
Gly
Gly
Arg
Pro
Ile
Lys
Ser
Asp
Ile
Ala
Gly
Ala
Gly
Ala

Ala

Ala

Pro

Thr

Gln

Ile

Gly

Asp

Asp

Glu

Leu

val

Thr

Ser

Thr

Ser

Thr

Val

Pro

Phe

Asp

Pro

Glu

Gly

ES 2380362 T3

Val

Gly
20

Arg
35

Arg
50

Asp
65

Ala
80

Ala
95

Ala
110
Asn
125
Pro
140
Pro
155
Ser
170
Ile
185
Pro
200
Gly
215
val
230
Lys
245
Ala
260
Glu
275
Asp
290
Leu
305
Cys
320
Ala
335

Ala
Arg
Ala
Thr
Asp
Ala
Ala
Ala
Lys
Thr
val
Ile
Ser
Pro
Ser
Ser
Glu
val
Glu
Ala
Ala
Ser

Leu

Ser
Ser
Gly
Ala
Ala
Thr
Glu
Arg
Pro
Pro
Asn
val
Asn
Ser
Asn
Asp
Ala
Gln
Pro
Gly
Gly
Pro

Pro

Pro
Ser
Ala
Arg
Ala
Lys
Gly
Leu
Thr
Ala
Gly
Asp
Lys
Ser
Phe
val
Pro
Glu
val
Ser
Glu
Trp

Lys

43

Ala
Axrg
Gly
Asp
Pro
Val
Gly
Pro
Gly
Arg
Glu
Val
Val
Val
Val
Glu
Lys
Asp
Glu
Phe
Asn
Cys

Ala

Ser
10

Arg
25

Arg
40

Gly
55

Gly
70

Ala
85

Gly
100
Ser
115
Gly
130
Ala
145
Asn
160
Ala
175
Pro
190
Phe
205
Ser
220
Leu
235
Pro
250
Leu
265
Ala
280
Glu
295
val
310
Lys
325
Leu
340

Phe

Arg

Leu

Ala

Arg

Asp

Pro

Lys

Gly

Pro

Lys

Ser

Pro

Pro

Ser

Ala

Lys

Trp

Lys

His

Met

Thr

Ala

Leu
Ala
Gln
val
Gln
Pro
Ser
Asn
Gly
His
His
Pro
Ser
Ala
Ala
Gln
Ala
Asp
Asp
His
Asn
Gly

Lys

Ala
Arg
Trp
Ala
Pro
val
Pro
Gly
Ala
Leu
Lys
Gly
val
Lys
Ser
Lys
Leu
Phe
Asp
Gln
Val
Gly

Arg

Leu
vVal
Arg
Ala
Arg
Lys
Pro
Thr
Thr
Ser
val
Ser
val
Lys
Ala
Lys
Ser
Lys
Gly
Asn
Val
Leu

Gly

Ala
15
Gly
30
Pro
45
Arg
60
Ala
75
Thr
90
Ala
108
Leu
120
Lys
135
Ile
150
Ala
165
Ala
180
Pro
195
Thr
210
Pro
225
Asp
240
Ala
255
Lys
270
Ser
285
His
300
val
315
Gly
330
His
345
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<210>7

<211> 571

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare

<220>
<221> SITIO

Arg

Tyr

Met

val

Tyr

His

Ile

Glu

val

Ala

Lys

Asn

Glu

Thr

Lys

val

val

val

Met

Trp

Ala

Asn

Ala

Asn

Lys

His

Asp

val

val
Asp
Glu
Phe
Gly
Lys
Pro
Thr
Gly
Ala
Leu
Gly
Asp
Thr
Asp
Trp
Asn
Glu
Pro
Glu
Gln
Leu
val
Asp
Gln

val

His

Leu

Lys

Phe

Gln

Met

val

val

Ile

Gly

Ala

Ala
Leu
His
Pro
Gly
Gln
val
Trp
Asn
Phe
Ala
Leu
Ile
Leu
Gln
Gly
Ala
Leu

Gly

Ser

Ile

Glu

Ser

Ala

val
Gly
Asn
Asp
Ser
Ala
Gly
Leu
Met
Gln
Glu
Glu
val
Glu
Lys
Pro
Ser
Leu
Leu
Ile
val
His
Phe
Leu
Tyrxr

Gly

Gly
Glu
Ser
Trp

Lys

ES 2380362 T3

val
350
val
365
Tyr
380
Ala
395
Arg
410
val
425
Asp
440
Leu
455
Gln
470
Gly
485
His
500
His
515
val
530
Gly
545
Thr
560
Glu
575
Leu
590
Gln
605
Gly
620
Ala
635
Met
650
Phe
665
Ser
680
Leu
695
Ala
710
Leu
725

Leu
740
Ala
755
Trp
770
Glu
78S
Tyr
800

val
Arg
Phe
Pro
Gln
Glu
Gly
Pro
Tyr
Arg
Tyr
Ala
val
Gly
Arg
val
Lys
Arg
Phe
Asp
Leu
Glu
val
Met
Met

Arg

Gly
Leu
Arg

Gln

Pro
Lys
His
Leu
Glu
val
Asn
val
Ser
Gly
Leu
Asn
val
Trp
Gly
Asp
Thr
Glu
Ile
Ala
Gly
Arg
Arg
Pro
Ala

Asp

Trp
Gly
Gly

Ala

Trp

Arg
Tyr
Ala
Phe
Ile
Pro
Leu
Tyr
Arg
Pro
Glu
Tyr
Ser
Gly
Ile
val
Leu
Leu
Gly
Met
Thr
Glu
Leu
Ser
Tyx

Thr

Thr

His

Leu

Ala

44

Tyr
Tyr
Tyr
Arg
Met
Trp
val
Leu
Ser
Val
His
Phe
Pro
Leu
val
His
Asp
Gly
Axg
Pro
Gly
His
Ala
Arg
Gly

val

Phe

Gln

Lys

Gly
355
Lys
370
Ile
385
His
400
Lys
415
His
430
Phe
445
Lys
460
val
475
Asp
490
Phe
505
Ala
520
Gly
535
His
550
Asn
565
Leu
580
Ser
595

Leu
610

Leu
625

Trp
640
Arg
655
His

670

His
685
Phe
700

Thr
715

Pro
730

Asp
745
Leu
760
Glu
775
Leu
790

Asp
Ala
Asp
Arg
Arg
val
Ile
Ala
Met
Glu
Arg
Ala
Tyxr
Asp
Gly
Lys
Gly
Gln
Asp
Ile
His
Asp
Arg
Glu
Ile

Pro

Arg

Arg

Arg

Tyr

Tyr
Ala
Gly
Gln
Met
Pro
Ala
Tyr
val
Phe
Leu
Gly
Leu
Ile
Ile
Ser
Lys
val
Gly
val
Asp
Lys
Ile
Pro
Pro

Phe

Ala

Thr

Gly

Glu

Glu
Gly
val
Gln
Ile
Cys
Asn
Tyr
Ile
Pro
Tyr
Leu
Trp
Ile
Asp
Asp
Arg
Arg
Gln
Ser
Leu
Val

Thr
Cys

Val

Asp

Glu

Tyr

Met

Asp

Glu

Gln

Asp

Asp

Leu

Gly

Asp

His
Phe
Asp
Lys
Glu
Arg
Asn
Gly
Gln
Gly
Lys
Gln
Glu
Arg
Ala
Gly
val

Pro

Ala

Arg

Ser

val

Ala
360
Asp
375
Phe
390
Ile
405
Phe
420
Gly
435
Trp
450
Asp
465
Asn
480
Thr
495
Pro
510
Met
525
Leu
540
Gln
555
Met
570
Tyrx
585
Cys
600
Asp
615
Gly
630
Asp
645
Ser
660
Gly
675
Gly
690
Leu
705
His
720
Phe
735

His
750
Asp
765
Gln
780
Leu
795
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<222> 583
<223> Secuencia de aminoacidos deducida para SSlI de la linea 292 de la cebada con terminacion prematura

<400>7
Met Ser Ser Ala Val Ala Ser Pro Ala Ser Phe Leu Ala Leu Ala

Ser Ala Ser Pro Gly Arg Ser Ser Arg Arg Arg Ala Arg Val Gly
20 25 30
Ala Ser Pro Thr Arg Ala Gly Ala Gly Arg Leu Gln Trp Arg Pro
35 40 45
Ser Pro Leu Gln Arg Thr Ala Arg Asp Gly Ala Val Ala Ala Arg
50 55 60
Ala Ala Gly Ile Asp Asp Ala Ala Pro Gly Arg Gln Pro Arg Ala
65 70 75
Arg Arg Tyr Gly Ala Ala Thr Lys Val Ala Asp Pro Val Lys Thr
80 85 90
Leu Asp Arg Asp Ala Ala Glu Gly Gly Gly Pro Ser Pro Pro Ala
95 100 105
Pro Arg Gln Asp Ala Ala Arg Leu Pro Ser Lys Asn Gly Thr Leu
110 115 120
Ile Asn Gly Glu Asn Lys Pro Thr Gly Gly Gly Gly Ala Thr Lys
125 130 135
Asp Ser Gly Leu Pro Thr Pro Ala Arg Ala Pro His Leu Ser Ile
140 145 150
Gln Asn Arg Val Pro Val Asn Gly Glu Asn Lys His Lys Val Ala
155 160 165
Ser Pro Pro Thr Ser Ile Val Asp Val Ala Ser Pro Gly Ser Ala
170 175 180
Ala Asn Ile Ser Ile Ser Asn Lys Val Pro Pro Ser Val Val Pro
185 190 195
Ala Lys Lys Thr Pro Pro Ser Ser Val Phe Pxo Ala Lys Lys Thr
200 205 210
Leu Pro Ser Ser Gly Ser Asn Phe Val Ser Ser Ala Ser Ala Pro
215 220 225
Arg Leu Asp Thr Val Ser Asp Val Glu Leu Ala Gln Lys Lys Asp

45
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230 235 240
Ala Leu Ile Val Lys Glu Ala Pro Lys Pro Lys Ala Leu Ser Ala
245 250 255
Pro Ala Ala Pro Ala Val Gln Glu Asp Leu Trp Asp Phe Lys Lys
260 265 270
Tyr Ile Gly Phe Glu Glu Pro Val Glu Ala Lys Asp Asp Gly Ser
275 280 285
Ala Val Ala Asp Asp Ala Gly Ser Phe Glu His His Gln Asn His
290 295 300
Asp Ser~Gly Pro Leu Ala Gly Glu Asn Val Met Asn Val Val Val
305 310 315
Val Ala Ala Glu Cys Ser Pro Trp Cys Lys Thr Gly Gly Leu Gly
320 325 330
Asp Val Ala Gly Ala Leu Pro Lys Ala Leu Ala Lys Arg Gly His
335 340 345
Arg Val Met Val val Val Pro Arg Tyr Gly Asp Tyr Glu Glu Ala
350 355 360
Tyr Asp Val Gly val Arg Lys Tyr Tyr Lys Ala Ala Gly Gln Asp
365 370 375
Met Glu Val Asn Tyr Phe His Ala Tyr Ile Asp Gly Val Asp Phe
380 385 390
Val Phe Ile Asp Ala Pro Leu Phe Arg His Arg Gln Gln Asp Ile
395 400 405
Tyr Gly Gly Ser Arg Gln Glu Ile Met Lys Arg Met Ile Leu Phe
410 415 420
Cys Lys Ala Ala Val Glu Val Pro Trp His Val Pro Cys Gly Gly
425 430 435
Val Pro Tyr Gly Asp Gly Asn Leu Val Phe Ile Ala Asn Asp Trp
440 445 450
His Thr Ala Leu Leu Pro Val Tyr Leu Lys Ala Tyr Tyr Arg Asp
455 460 465
His Gly Leu Met Gln Tyr Ser Arg Ser Val Met Val Ile His Asn
470 475 480
Ile Ala His Gln Gly Arg Gly Pro Val Asp Glu Phe Pro Phe Thr
485 490 495
Glu Leu Pro Glu His Tyr Leu Glu His Phe Arg Leu Tyr Asp Pro
500 505 510
Val Gly Gly Glu His Ala Asn Tyr Phe Ala Ala Gly Leu Lys Met
515 S20 525
Ala Asp Gln Val val Val Val Ser Pro Gly Tyr Leu Trp Glu Leu
S30 535 540
Lys Thr Val Glu Gly Gly Trp Gly Leu His Asp Ile Ile Arg Gln
545 550 555
Asn Asp Trp Lys Thr Arg Gly Ile Val Asn Gly Ile Asp Asn Met
560 565 570
Glu
<210> 8
5 <211>43
<212> PRT
<213> Hordeum vulgare
<220>
10 <221> SITIO
<222> 42
<223> Secuencia de aminoacidos deducida para SSlI de la linea MK6827 de la cebada con terminacion prematura
<400> 8
15
Met Ser Ser Ala Val Ala Ser Pro Ala Ser Phe Leu Ala Leu Ala
1 S 10 15
Ser Ala Ser Pro Gly Arg Ser Ser Arg Arg Arg Ala Arg Val Gly
20 25 30
Ala Ser Pro Thr Arg Ala Gly Ala Gly Arg Leu Gln
35 40
<210>9
<211>23

20 <212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR sslla

<400> 9
tgttgaggtt ccatggcacg ttc 23

<210> 10
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR ssllb

<400> 10
agtcgttctg ccgtatgatg tcg 23

<210> 11
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR ZLSS2P4

<400> 11
cctggaacac ttcagactgt acg 23

<210> 12
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR ZLBSSIIS

<400> 12
cttcagggag aagttggtgt agc 23
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REIVINDICACIONES

1. Un grano de una planta de cebada que comprende un gen SSIl mutado, de manera que la actividad SSlI
codificada por dicho gen SSII mutado esta suprimida y el contenido total de almidén de dicho grano tiene un
contenido relativo de amilosa de al menos un 50% (p/p), determinado por HPLC, y que

a) la proporcion de cadenas de amilopectina contenidas en el almidon de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 6 a 11 residuos es de al menos un 30%, y

b) la proporcién de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 12 a 30 residuos es inferior a un 65%, y

c) la proporciéon de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 31 a 60 residuos es inferior a un 10%.

2. El grano de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho gen SSII contiene la secuencia representada en SEQ
ID NO 1 y la mutacion se selecciona entre un mutante de truncamiento, o comprende una delecién, inversion,
duplicacion o mutacion puntual.

3. El grano de acuerdo con la reivindicaciéon 2, donde dicho gen SSIl mutado es un mutante de truncamiento, de
manera que el dominio catalitico C-terminal del gen SSII mutado no se traduce.

4. El grano de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la secuencia del ADNc de dicho gen SSIl mutado es la
representada en la SEQ ID NO 4.

5. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde

a) la proporciéon de cadenas de amilopectina contenidas en el almidon de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 6 a 11 residuos es de al menos un 35%, y

b) la proporcién de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 12 a 30 residuos es inferior a un 60%, y

c) la proporcidon de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 31 a 60 residuos es inferior a un 8%.

6. EIl grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la harina o el producto integral
obtenidos a partir del grano presentan un volumen de hinchamiento inferior a 3.2.

7. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde la harina obtenida a partir del grano
presenta un volumen de hinchamiento de al menos 2.

8. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde dicho grano comprende al menos un
6% de B-glucano como porcentaje del peso total del grano sin cascara.

9. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde dicho grano presenta una caracteristica
seleccionada del grupo constituido por: tener un contenido de almidén superior a un 12% del grano sin cascara, ser
gimnospermo y tener un cociente de la longitud entre el grosor inferior a 5.8.

10. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde dicho grano tiene un cociente de la
longitud entre el grosor inferior a 5.5.

11. El grano de acuerdo con la reivindicacion 10, donde dicho grano tiene un cociente de la longitud entre el grosor
comprendido en el intervalo de 4 a 5.

12. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde el almidén de dicho grano se
caracteriza por que presenta al menos una de las siguientes propiedades:

a) elinicio del primer pico de gelatinizacion detectado por calorimetria diferencial de barrido es inferior a 53 °C,

b) el primer pico de gelatinizaciéon detectado por calorimetria diferencial de barrido es inferior a 60 °C, y

c) la entalpia (AH) del primer pico de gelatinizacion detectado por calorimetria diferencial de barrido es inferior
a3.5.

13. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde el almidén de dicho grano presenta
una temperatura de pastificacion superior a 75 °C.

14. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, donde la proporcién de almidén de dicho
grano que exhibe cristalinidad es inferior a un 20%.
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15. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, donde la proporciéon del almidén cristalino
contenido en el almidéon de dicho grano que exhibe una forma cristalina caracteristica de un complejo de almidén-
lipido es superior a un 50%.

16. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, donde el contenido total de almidén de dicho
grano comprende al menos un 60% (p/p) de amilosa, determinado por HPLC.

17. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, donde la proporcion de cadenas de
amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud comprendida en el intervalo de 31 a
60 residuos es superior a un 5%.

18. Una planta capaz de producir un grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17.

19. El almidén de una planta de cebada, donde dicho almidon tiene un contenido relativo de amilosa de al menos un
50% (p/p), determinado por HPLC, y donde

a) la proporciéon de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén que tienen una longitud comprendida en
el intervalo de 6 a 11 residuos es de al menos un 30%, y

b) la proporcién de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén que tienen una longitud comprendida en
el intervalo de 12 a 30 residuos es inferior a un 65%, y

c) la proporcion de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 31 a 60 residuos es inferior a un 10%.

20. El almidén de acuerdo con la reivindicacion 19, donde

a) la proporciéon de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén que tienen una longitud comprendida en
el intervalo de 6 a 11 residuos es de al menos un 35%, y

b) la proporcién de cadenas de amilopectina contenidas en el almidon que tienen una longitud comprendida en
el intervalo de 12 a 30 residuos es inferior a un 60%, y

c) la proporciéon de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén que tienen una longitud comprendida en
el intervalo de 31 a 60 residuos es inferior a un 8%.

21. El almidén de acuerdo con la reivindicacion 19 o 20, que comprende un lipido asociado al almidén, donde el
almidén con el lipido asociado exhibe una forma cristalina de tipo complejo V, donde la forma cristalina de tipo
complejo V representa al menos un 10% del almidon cristalino.

22. El grano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde dicho grano esta molido, triturado,
troceado, descascarillado o enrollado.

23. Un producto alimentario o aditivo alimentario que comprende el almidén de acuerdo con la reivindicacion 19, 20
0 21 o un grano de acuerdo con la reivindicacion 22.

24. El producto alimentario o aditivo alimentario de acuerdo con la reivindicacion 23, donde dicho producto o aditivo
alimentario se selecciona del grupo constituido por harina, pan, pasteles, galletas, espesantes, bebidas malteadas,
bebidas de cebada, fideos o sopas instantaneas.

25. El uso del almidén de acuerdo con la reivindicaciéon 19, 20 o 21 o un grano de acuerdo con la reivindicacion 22
para preparar un producto alimentario.

26. El uso de una planta de cebada que comprende un gen SSIl mutado, de manera que la actividad SSIl codificada
por dicho gen SSII mutado esta suprimida y el contenido total de almidén del grano obtenido de dicha planta tiene un
contenido relativo de amilosa de al menos un 50% (p/p), determinado por HPLC, y que

a) la proporcion de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 6 a 11 residuos es de al menos un 30%, y

b) la proporcién de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 12 a 30 residuos es inferior a un 65%, y

c) la proporcion de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 31 a 60 residuos es inferior a un 10%,

para producir un grano de cebada, teniendo el contenido total de almidon de dicho grano un contenido relativo de
amilosa de al menos un 50% (p/p), determinado por HPLC.
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27. El uso de un constructo de ADN para reducir la expresion del gen SSIl en una planta de cebada, de manera que
el almidon del grano obtenido de dicha planta tiene un contenido relativo de amilosa de al menos un 50% (p/p),
determinado por HPLC, y que

a) la proporcion de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 6 a 11 residuos es de al menos un 30%, y

b) la proporcién de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 12 a 30 residuos es inferior a un 65%, y

c) la proporcidon de cadenas de amilopectina contenidas en el almidon de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 31 a 60 residuos es inferior a un 10%,

donde dicho constructo de ADN comprende una secuencia que codifica

a) una molécula de ARN antisentido capaz de interferir en la transcripcién o el procesamiento de la enzima
SSll, o
) unaribozima, o

c) una copia adicional en la misma orientacion que el gen que codifica la enzima SSlI, o

d) una molécula de ARN bicatenaria, o

e) un constructo de horquilla disefiado para producir una molécula de ARN bicatenaria capaz de suprimir la
actividad SSIl endégena.

O

28. Eluso de

a) una molécula de ARN antisentido capaz de interferir en la transcripcién o el procesamiento de la enzima
SSll, o

O

) unaribozima, o
) una copia adicional en la misma orientacion que el gen que codifica la enzima SSlI, o
) una molécula de ARN bicatenaria, o
e) un constructo de horquilla disefiado para producir una molécula de ARN bicatenaria capaz de suprimir la
actividad SSIlI enddgena,

Q0

para reducir la expresion del gen SSIl en una planta de cebada, de manera que el almidon del grano obtenido de
dicha planta tiene un contenido relativo de amilosa de al menos un 50% (p/p), determinado por HPLC, y que

a) la proporcion de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 6 a 11 residuos es de al menos un 30%, y

b) la proporcién de cadenas de amilopectina contenidas en el almidén de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 12 a 30 residuos es inferior a un 65%, y

c) la proporcién de cadenas de amilopectina contenidas en el almidon de dicho grano que tienen una longitud
comprendida en el intervalo de 31 a 60 residuos es inferior a un 10%.
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Reaccidn a Puccinia graminis 1
Reaccion a Ustilago nuda 1

Braquitico 1 (Breviaristatum-i)

Plantula Chlorina 12 (Plantula Chlorina c)
Endospermo ceroso

Vaina brillante 3 (Eceriferum-a) - - ++
Plantula Chlorina 5

Plantula verdosa 2 (plantula amarilla c)
Eceriferum- ze (Hoja brillante 5) ++ ++ -
Enanismo con enrollamiento

Reaccion a BSMV 1

Plantula albina 7 (Plantula albina c2)
Menos antocianina 1 (tallo rojo)
Erectoides-m

Erectoides-a

Erectoides-d

Plantula Chlorina 8

Tallo fragil 3

Eceriferum-f + + ++

Espiga densa 1

Genética de macho estéril 14
Genética de macho estéril 10
Endospermo encogido xenia 6
Endospermo encogido 5

Endospermo encogido 2

Cariopsis sin cascara

Plantula Chlorina 4

Alfa-amilasa 2

Filamentos cortos de la espiga 2

Estilo no ramificado 4 (Breviaristatum-d)
Aleurona no azul xenia 2

Intermodo raquis basal largo 3
Plantula Xantha 4 (Plantula Xantha c2)
Genética de macho estéril 50
Reaccion a BaYMV 2

Endospermo encogido 4

Plantula Xantha 1 (Xantha a)

Reaccion a Puccinia hordei 3

Plantula Xantha 9 (Plantula Xantha i)
Endospermo encogido 1
Genética de macho estéril 23

FIGURA 7
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801

Secuencia del ADNc de SSIl de cebada

CCTCGAGGTG
CCAGCCCACT
CCCGGCCGLC
CGCTCGCGTC
GGCGCGTCGC
GCCGCTGCAG
GGATCGACGA
GCCGCCACCA
GGAAGGTGGT
TGCCGAGTAA
GGCGGTGGCG
CCATCTGTCA
AGGTCGCCTC
GCAGCTAACA
CAAGAAGACG
CGTCCGGCTC
GTCAGCGATG
AGCTCCAARA
AAGACCTTTG
GCCAAGGATG
TCACCAGAAT
TGGTCGTCGT
GGAGATGTTG
TGTTATGGTT
TCGGAGTCCG
TATTTCCATG
TCTCTTCCGA
TTATGAAGCG
CACGTTCCAT
TGCAAATGAT
ACAGGGACCA
AACATCGCTC
GTTGCCTGAG
GTGAGCACGC
GTCGTCGTGA
CTGGGGGCTT
TCGTGAACGG
CTGAAGTCGG
CAAGCGGCAG
GCGGCGACGT
GGCGTGGAGA
GCAGCTGGTG
AGCACTTCGA
TCCGTGCGCC
GCCCTCCCGG
ACGGCACCGT
CCGCCGTTCG
CGCCGAGGCG
ACCGGGACCA
CAGGACTTCA
CCAGGCCAAG
CGTGCATGAG
CGCAGGAACG
GAGACGCTGA
TGTTGCAGGT
TATATGGGAA
TTACATCGGT

ES 2380362 T3

CGTTTACCCC
GCCGCTTCTG
GCCATGTCGT
CGCCTCGCCC
CAACCCGCGC
CGCACGGCTC
CGCCGCoCce
AGGTCGCGGA
GGGCCGTCCC
GAACGGCACG
CGACTAAAGA
ATCCAAAACA
GCCGCCGACC
TTTCCATCAG
CCGCCGTCGT
AAATTTTGTG
TGGAACTTGC
CCARAGGCTC
GGATTTCAAG
ATGGCTCGGC
CATGATTCCG
TGCTGCTGAA
CGGGTGCTTT
GTGGTACCAA
AAAATACTAC
CTTATATCGA
CACCGTCAGC
CATGATTTTG
GCGGCGGTGT
TGGCACACGG
TGGTTTGATG
ACCAGGGCCG
CACTACCTGG
CAACTACTTC
GCCCCGGGTA
CACGACATCA
CATCGACAAC
ACGGCTACAC
TGCAAGGAGG
GCCGCTGCTC
TCATCGCGGA
ATGCTGGGCA
GCGGGAGCAC
TGGCGCACCG
TTCGAGCCGT
CCCCGTCGTG
ACCCCTTCAA
CACAAGCTGA
CAAGGAGAGC
GCTGGGAACA
TACCAGTGGT
AGGATGGAAA
TGCCGTCCTT
TTCCGATCTG
ATATGGGAAT
TGTTAACTTG
TGTTGTTGCT

ACACAGAGTA
CCCGCCCATC
CGGCGGTCGC
GGGAGATCAT
TGGGGCCGGC
GCGACGGAGC
GGTAGGCAGC
TCCCGTCAAG
CGCCGGCACC
CTGATCAACG
CAGCCGGGCTT
GAGTACCGGT
AGCATAGTGG
TAACAAGGTG
CCGTTTTCCC
TCCTCGGCCT
ACAGAAGAAG
TTTCGGCCCC
AAATACATTG
TGTTGCAGAT
GACCTTTGGC
TGTTCTCCCT
GCCCAAGGCT
GGTATGGGGA
AAGGCTGCTG
TGGAGTGGAT
AAGACATTTA
TTCTGCAAGG
CCCTTACGGG
CACTCCTGCC
CAATACAGTC
TGGCCCTGTA
AACACTTCAG
GCCGCCGGLC
CCTGTGGGAG
TACGGCAGAA
ATGGAGTGGA
CAACTTCTCC
CCCTGCAGCG
GGCTTCATCG
CGCGATGCCC
CGGGGCGCCA
CACGACAAGG
GATCACGGCG
GCGGGCTGAA
CACGCCGTCG
CCACTCCGGG
TCGAGGCGCT
TGGAGGGGCC
TGCCGCCARG
GAACGCTGCT
TGCGCATTGC
CTTGATGAGA
GTCCGTCGCA
GTTTTTTTTC
GTATTGTAAT
TATTCTTGCT

59

CACTCCAACT
GTACCGTCGC
GTCCCCCGCG
CACGGAGGAG
AGGCTGCAAT
GGTGGLCCGCG
CCCGCGCTCG
ACGCTCGATC
GAGGCAGGAC
GTGAGAACARA
GCCACACCCG
GAACGGTGAA
ATGTCGCGTC
CCGCCGTCCG
GGCCAAGAAG
CTGCTCCCAG
GATGCGCTGA
TGCAGCCCCC
GTTTCGAGGA
GATGCGGGTT
AGGGGAGAAC
GGTGCAAAAC
TTGGCTAAGA
CTATGAGGARA
GACAGGATAT
TTTGTGTTCA
TGGGGGCAGC
CCGCTGTCGA
GATGGAAATC
TGTCTATCTG
GCTCCGTTAT
GATGAATTCC
ACTGTACGAC
TGAAGATGGC
CTGAAGACGG
CGACTGGAAG
ACCCTGAGGT
CTGAAGACGC
CGAGCTGGGG
GGCGGCTGGA
TGGATCGTGA
CGACCTGGAG
TGCGCGGGTG
GGCGCCGACG
CCAGCTCTAC
GCGGCTTGAG
CTCGGGTGGA
CGGGCACTGC
TCCAGGAGCG
CTCTACGAGG
ACCCGGTCCA
GCACTTGCAG
ACGCCGGCAT
GAGTAGAGTG
CTTTTTTTTT
GTGGTATGCT
AGCTAAGTCG

CCAGTCCAAT
CCGCCCCGAT
TCCTTCCTCG
GGCGAGGGTG
GGCGGCCGTC
CGCGCCGCCG
CCGCTATGGC
GCGACGCCGC
GCCGCCCGTC
ACCTACCGGC
CACGCGCGCC
AACAAACATA
TCCGGGTTCC
TTGTCCCAGC
ACGCTGCCGT
GCTGGACACT
TTGTCAAAGA
GCTGTACAAG
GCCCGTGGAG
CCTTTGARACA
GTCATGAACG
AGGTGGTCTT
GAGGACATCG
GCCTACGATG
GGAAGTGAAT
TTGACGCTCC
AGACAGGAAA
GGTTCCTTGG
TGGTCTTCAT
AARAGCATATT
GGTGATACAT
CGTTCACCGA
CCCGTCGGCG
GGACCAGGTT
TGGAGGGCGG
ACCCGCGGCA
GGACGTCCAC
TGGACTCCGG
CTGCAGGTCC
CGGGCAGAAG
GCCAGGACGT
AGCATGCTGC
GGTGGGGTTC
CGCTCCTCAT
GCGATGGCCT
GGATACCGTG
CGTTCGACCG
CTCCGCACCT
CGGCATGTCG
ACGTCCTCGT
GCCCCGCATG
ATTTGGCGCA
CCGCGAGGTT
AAACGCTCCT
GCGAGGGACG
GTGTGCATTA
GAGGCCAAGA
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2851 GCGAAAGCTA GCTCACATGT CTGATGTATG CAAGTGACAT GGTTGGTTTG
2901 AAAAAAAAAR AAAARAAARA
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mmmm=a=GTG
-mm==a=GTG
CCTCGAGGTG

51

CCAGCCCACT
CCAGCCCACT
CCAGCCCACT
CCAGCCCACT

101

CCCGGCCGCC
CCCGGCCGCC
CCCGGCCGCC
CCCGGCCGCC

151

CGCTCGCGTC
CGCTCGCGTC
CGCTCGCGTC
CGCTCGCGTC

201

GGCGCGTCGC
GGCGCGTCGC
GGCGCGTCGC
GGCGCGTCGC

251

GCCGCTGCAG
GCCGCTGCAG
GCCGCTGCAG
GCCGCTGCAG

3ol

GGATCGACGA
GGATCGACGA
GGATCGACGA
GGATCGACGA

351

GCCGCCACCA
GCCGCCACCA
GCCGCCACCA
GCCGCCACCA

401

GGAAGGTGGT
GGAAGGTGGT
GGAAGGTGGT
GGAAGGTGGT

451

TGCCGAGTAA
TGCCGAGTAR
TGCCGAGTAA
TGCCGAGTAA
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Comparacion de secuencias de ADNc

CGTTTACCCC
CGTTTACCCC
CGTTTACCCC
CGTTTACCCC

GCCGCTTCTG
GCCGCTTCTG
GCCGCTTCTG
GCCGCTTCTG

ACACAGAGTA
ACACAGAGTA
ACACAGAGTA
ACACAGAGTA

CCCGCCCATC
CCCGCCCATC
CCCGCCCATC
CCCGCCCATC

+=+« Codon de inicio

GCCATGTCGT
GCCATGTCGT
GCCATGTCGT
GCCATGTCGT

CGCCTCGCCC
CGCCTCGCCC
CGCCTCGCCC
CGCCTCGCCC

CAACCCGCGC
CAACCCGCGC
CAACCCGCGC
CAACCCGCGC

CGCACGGCTC
CGCACGGCTC
CGCACGGCTC
CGCACGGCTC

CGCCGCGLCC
CGCCGCGCCC
CGCCGCGCCC
[ elalalelae aas

AGGTCGCGGA
AGGTCGCGGA
AGGTCGCGGA
AGGTCGCGGA

GGGCCGTCCC
GGGCCGTCCC
GGGCCGTCCC
GGGCCGTCCC

GAACGGCACG
GAACGGCACG
GAACGGCACG
GAACGGCACG

CGGCGLTCGC
CGGCGGTCGC
CGGCGGTCGC
CGGCGGTCGC

GGGAGATCAT
GGGAGATCAT
GGGAGATCAT
GGGAGATCAT

TGGGGCCGGC
TGGGGCCGGT
TGGGGCCGGT
TGGGGCCGGC

GCGACGGAGC
GCGACGGAGC
GCGACGGAGC
GCGACGGAGC

GGTAGGCAGC
GGTAGGCAGC
GGTAGGCAGC
GGTAGGCAGC

TCCCGTCAAG
TCCCGTCAAG
TCCCGTCAAG
TCCCGTCAAG

CGCCGGCACC
CGCCGGCACC
CGCCGGCACC
CGCCGGCACC

CTGATCAACG
CTGATCAACG
CTGATCAACG
CTGATCAACG

62

CACTCCAACT
CACTCCAACT
CACTCCAACT
CACTCCAACT

GTACCGTCGC
GTACCGTCGC
GTACCGTCGC
GTACCGTCGC

GTCCCCCGCG
GTCCCCCGCG
GTCCCCCGCG
GTCCCCCGCG

CACGGAGGAG
CACGGAGGAG
CACGGAGGAG
CACGGAGGAG

AGGCTGCAAT
AGGCTGCAAT
AGGCTGCAAT
AGGCTGCAAT

GGTGGLCCGCG
GGTGGCCGCS
GGTGGCCGCG
GGTGGCCGCG

CCCGCGCTCG
CCCGCGCTCG
CCCGCGCTCG
CCCGCGCTCG

ACGCTCGATC
ACGCTCGATC
ACGCTCGATC
ACGCTCGATC

GAGGCAGGAC
GAGGCAGGAC
GAGGCAGGAC
GAGGCAGGAC

GTGAGAACAA
GTGAGAACAA
GTGAGAACAA
GTGAGAACAA

50
CCAGTCCAGT
CCAGTCCAGT
CCAGTCCAGT
CCAGTCCAAT

100
CCGCCCCGAT
CCGCCCCGAT
CCGCCCCGAT
CCGCCCCGAT

150
TCCTTCCTCG
TCCTTCCTCG

TCCTTCCTCG
TCCTTCCTCG

200
GGCGAGGGTG
GGCGAGGGTG
GGCGAGGGTG
GGCGAGGGTG

#
GACGGCCGTC
GGCGGCCGTC
GGCGGCCGTC
GGCGGCCGTC

300
CGCGCCGCCG
CGCGCCGLCG
CGCGCCGCCG
CGCGCCGCCG

350
CCGCTATGGC
CCGCTATGGC
CCGCTATGGC
CCGCTATGGC

400
GCGACGCCGC
GCGACGCCGC
GCGACGCCGC
GCGACGCCGC

450
GCCGCCCGTC
GCCGCCCGTC
GCCGCCCGTC
GCCGCCCGTC

500
ACCTACCGGC
ACCTACCGGC
ACCTACCGGC
ACCTACCGGC
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501

GGLGGTGGCG
GGCGGTGGCG
GGCGGTGGCG
GGCGGTGGCG

551

CCATCTGTCA
CCATCTGTCA
CCATCTGTCA
CCATCTGTCA

601

AGGTCGCCTC
AGGTCGCCTC
AGGTCGCCTC
AGGTCGCCTC

651

GCAGCTAACA
GCAGCTAACA
GCAGCCAACA
GCAGCTAACA

701
CAAGAAGACG
CAAGAAGACG

CAAGAAGACG'

CAAGAAGACG

751
CGTCCGTTGT
CGTCCGTTGT
CGTCCGTTG

801

GTGTCCTCGG
GTGTCCTCGG
GTGTCCTCGG
GTGTCCTCGG

851

TGCACAGAAG
TGCACAGAAG
TGCACAGAAG
TGCACAGAAG

901

CTCTTTCGGC
CTCTTTCCGC
CTCTTTCGGC
CTCTTTCGGC

951

AAGAAATACA
AAGAAATACA
AAGAAATACA
AAGAAATACA
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CGACTAAAGA
CGACTAAAGA
CGACTAAAGA
CGACTAAAGA

ATCCAGAACA
ATCCAGAACA
ATCCAGAACA
ATCCAAAACA

GCCGCCGACC
GCCGCCGACC
GCCGCCGACC
GCCGCCGACC

TTTCCATCAG
TTTCCATCAG
TTTCCATCAG
TTTCCATCAG

CCGCCGTCGT
CCGCCGTCGT
CCGCCGTCGT
CCGCCGTCGT

CCCGGCCAAG
CCCGGCCAAG
CCCGGCCAAG

--------- .

CCTCTGCTCC
CCTCTGCTCC
CCTCTGCTCC
CCTCTGCTCC

AAGGATGCGC
AAGGATGCGC
AAGGATGCGC
AAGGATGCGC

CCCTGCAGCC
CCCTGCAGCC
CCCTGCAGCC
CCCTGCAGCC

TTGGTTTCGA
TTGGTTTCGA
TTGGTTTCGA
TTGGTTTCGA

CAGCGGGCTG
CAGCGGGCTGC
CAGCGGGCTG
CAGCGGGCTT

GAGTACCGGT
GAGTACCGGT
GAGTACCGGT
GAGTACCGGT

AGCATAGTGG
AGCATAGTGG
AGCATAGTGG
AGCATAGTGG

TAACAAGGTG
TAACAAGGTG
TAACAAGGTG
TAACARAGGTG

CCGTTTTCCC
CCGTTTTCCC
CCGTTTTCCC
CCGTTTTCCC

AAGACGCTGC
AAGACGCTGC
AAGACGCTGC
.. -ACGCTGC

CAGGCTGGAC
CAGGCTGGAC
CAGGCTGGAC
CAGGCTGGAC

TGATTGTCAA
TGATTGTCAA
TGATTGTCAA
TGATTGTCAA

CCCGCTGTAC
CCCGCTGTAC
CCCGCTGTAC
CCCGCTGTAC

GGAGCCCGTG
GGAGCCCGTG
GGAGCCCGTG
GGAGCCCGTG

63

CCCACACCCG
CCCACACCCG
CCCACACCCG
GCCACACCCG

GAACGGTGAA
GAACGGTGAA
GAACGGTGRA
GAACGGTGAA

ATGTCGCGTC
ATGTCGCGTC
ATGTCGCGTC
ATGTCGCGTC

CCGCCGTCCG
CCGCCGTCCG
CCGCCGTCCG
CCGCCGTCCG

GGCCAAGAAG
GGCCAAGAAG
GGCCAAGAAG

GGCCAAGAMG .

CGTCGTCCGG
CGTCGTCCGG
CGTCGTCCGG
CGTCGTCCGG

ACTGTCAGCG
ACTGTCAGCG
ACTGTCAGCG
ACTGTCAGCG

AGAAGCTCCA
AGAAGCTCCA
AGAAGCTCCA
AGAAGCTCCA

AAGAAGACCT
AAGAAGACCT
AAGAAGACCT
AAGAAGACCT

GAGGCCANAGG
GAGGCCAAGG
GAGGCCAAGG
GAGGCCAAGG

550
CACGCGCGCC
CACGCGCGCC
CACGCGCGCC
CACGCGCGCC

600
AACAAACATA
AACAAACATA
AACAAACATA
AARCAAACATA

650
TCCGGGTTCC
TCCGGGTTCC
TCCGGGTTCC
TCCGGGTTCC

700
TTGTCCCAGC
TTGTCCCAGC
TTGTCCCAGC
TTGTCCCAGC

750
GCGCCGCCa'r
GCGCCGCCGT
GCGCCGCCGT

800
CTCAAATTTT
CTCAAATTTT
CTCAAATTTT
CTCAAATTTT

850
ATGTGGAACT
ATGTGGAACT
ATGTGGAACT
ATGTGGAACT

900
ARACCAAAGG
AAACCAAAGG
AAACCAAAGG
AAACCAAAGG

950
TTGGGATTTC
TTGGGATTTC
TTGGGATTTC
TTGGGATTTC

1000
ATGATGGCTC
ATGATGGCTC
ATGATGGCTC
ATGATGGCTC
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1001

GGCTGTTGCA
GGCTGTTGCA
GGCTGTTGCA
GGCTGTTGCA

1051

CCGGACCTTT
CCGGACCTTT
CCGGACCTTT
CCGGACCTTT

1101

GAATGTTCTC
GAATGTTCTC
GAATGTTCTC
GAATGTTCTC

1151

TTTGCCCAAG
TTTGCCCAAG
TTTCGCCCAAG
TTTGCCCAAG

1201

CAAGGTATGG
CAAGGTATGG
CAAGGTATGG
CAAGGTATGG

1251

TACAAGGCTG
TACAAGGCTG
TACAAGGCTG

TACAAGGCTG'

1301

CGATGGAGTG
CGATGGAGTG
CGATGGAGTG
CGATGGAGTG

1351

AGCAAGACAT
AGCAAGACAT
AGCAAGACAT
AGCAAGACAT

1401

TTGTTCTGCA
TTGTTCTGCA
TTGTTCTGCA
TTGTTCTGCA

1451

TGTCCCTTAC
TGTCCCTTAC
TGTCCCTTAC
TGTCCCTTAC

ES 2380362 T3

GATGATGCGG
GATGATGCGG
GATGATGCGG
GATGATGCGG

GGCAGGGGAG
GGCAGGGGAG
GGCAGGGGAG
GGCAGGGGAG

CCTGGTGCAA
CCTGGTGCAA
CCTGGTGCAA
CCTGGTGCAA

GCTTTGGCTA
GCTTTGGCTA
GCTTTGGCTA
GCTTTGGCTA

GGACTATGAG
GGACTATGAG
GCACTATGAG
GGACTATGAG

CTGGACAGGA
CTGGACAGGA
CTGGACAGGA
CTGGACAGGA

GATTTTGTGT
GATTTTGTGT
GATTTTGTGT
GATTTTGTGT

TTATGGGGGC
TTATGGGGGC
TTATGGGGGC
TTATGGGGGC

AGGCCGCTGT
AGGCCGCTGT
AGGCCGCTGT
AGGCCGCTGT

GGGGATGGAA
GGGGATGGAA
GGGGATGGAA
GGGGATGGAA

64

GTTCCTTTGA
GTTCCTTTGA
GTTCCTTTGA
GTTCCTTTGA

AACGTCATGA
AACGTCATGA
AACGTCATGA
AACGTCATGA

AACAGGTGGT
AACAGGTGGT
AACAGGTGGT
AACAGGTGGT

AGAGAGGACA
AGAGAGGACA
AGAGAGGACA
AGRGAGGACA

GAAGCCTACG
GAAGCCTACG
GAAGCCTACG
GAAGCCTACG

TATGGAAGTG
TATGGAAGTG
TATGGAAGTG
TATGGAAGTG

TCATTGACGC
TCATTGACGC
TCATTGACGC
TCATTGACGC

AGCAGACAGG
AGCAGACAGG
AGCAGACAGG
AGCAGACAGG

CGAGGTTCCT
CGAGGTTCCT
CGAGGTTCCT
CGAGGTTCCT

ATCTGGTCTT
ATCTGGTCTT
ATCTGGTCTT
ATCTGGTCTT

ACATCACCAG
ACATCACCAG
ACATCACCAG
ACATCACCAG

ACGTGGTCGT
ACGTGGTCGT
ACGTGGTCGT
ACGTGGTCGT

CTTGGAGATA
CTTGGAGATG
CTTGGAGATG
CTTGGAGATG

TCGTGTTATG
TCGTGTTATG
TCCTGTTATG
TCGTGTTATG

ATGTCGGAGT
ATGTCGGAGT
ATGTCGGAGT
ATGTCGGAGT

AATTATTTCC
AATTATTTCC
AATTATTTCC
AATTATTTCC

TCCTCTCTTC
TCCTCTCTTC
TCCTCTCTTC
TCCTCTCTTC

AAATTATGAA
AAATTATGAA
AAATTATGAA
AAATTATGAA

TGGCACGTTC
TGGCACGTTC
TGGCACGTTC
TGGCACGTTC

CATTGCAAAT
CATTGCAAAT
CATTGCAAAT
CATTGCAAAT

1050
AATCATGATT
AATCATGATT
AATCATGATT
AATCATGATT

1100
CGTTGCTGCT
CGTTGCTGCT
CGTTGCTCGCT
CGTTGCTGCT

1150
TTGCGGGTCC
TTGCGGGTGC
TTGCGGGTGC
TTGCGGETGC

1200
GTTGTGGTAC
GTTGTGGTAC
GTTGTGGTAC
GTTGTGGTAC

1250
CCGAARATAC
CCGAAMATAC
CCGAAAATAC
CCGAAAATAC

1300
ATGCTTATAT
ATGCTTATAT
ATGCTTATAT
ATGCTTATAT

1350
CGACACCGTC
CGACACCGTC
CGACACCGTC
CGACACCGTC

1400
GCGCATGATT
GCGCATGATT
GCGCATGATT
GCGCATGATT

1450
CATGCGGCGG
CATGCGGCGG
CATGCGGCGG
CATGCGGCGG

1500
GATTGGCACA
GATTGGCACA
GATTGGCACA
GATTGGCACA



MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MKEB27
MOREX
292
HIMALAYA

MK6B27
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MKE827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
RIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

1501

CGGCACTCCT
CGGCACTCCT
CGGCACTCCT
CGGCACTCCT

1551

ATGCAATACA
ATGCAATACA
ATGCAATACA
ATGCAATACA

1601

CCGTGGCCCT
CCGTGGCCCT
CCGTGGCCCT
CCGTGGCCCT

1651

TGGAACACTT
TGGAACACTT
TGGAACACTT
TGGAACACTT

1701

TTCGCCGCCG
TTCGCCGCCG
TTCGCCGCCG
TTCGCCGCCG

1751

GTACCTGTGG
GTACCTGTGG
GTACCTGTGG
GTACCTGTGG

1801

TCATACGGCA
TCATACGGCA
TCATACGGCA
TCATACGGCA

1851

AACATGGAGT
AACATGGAGT
AACATGGAGT
AACATGGAGT

1901

CACCAACTTC
CACCAACTTC
CACCAACTTC
CACCAACTTC

1951
AGGCCCTGCA
AGGCCCTGCA
AGGCCCTGCA
AGGCCCTGCA

ES 2380362 T3

GCCTGTCTAT
GCCTGTCTAT
GCCTGTCTAT
GCCTGTCTAT

GTCGCTCCGT
GTCGCTCCGT
GTCGCTCCGT
GTCGCTCCGT

GTAGATGAAT
GTAGATGAAT
GTAGATGAAT
GTAGATGAAT

CAGACTGTAC
CAGACTGTAC
CAGACTGTAC
CAGACTGTAC

GCCTGAAGAT
GCCTGAAGAT
-GCCTGAAGAT
GCCTGAAGAT

GAGCTGAAGA
GAGCTGAAGA
GAGCTGAAGA
GAGCTGAAGA

GAACGACTGG
GAACGACTGG
GAACCACTGG
GAACGACTGG

&
GGAACCCTGA
GGAACCCTGA
GAAACCCTGA
GGAACCCTGA

TCCCTGAAGA
TCCCTGAAGA
TCCCTGAAGA
TCCCTGAAGA

GCGCGAGCTG
GCGCGAGCTG
GCGCGAGCTG
GCGCGAGCTG

65

CTGAAAGCAT
CTGAAAGCAT
CTGAAAGCAT
CTGAAAGCAT

TATGGTGATA
TATGGTGATA
TATGGTGATA
TATGGTGATA

TCCCGTTCAC
TCCCGTTCAC
TCCCGTTCAC
TCCCGTTCAC

GACCCCGTCG
GACCCCGTCG
GACCCCGTCG
GACCCCGTCG

GGCGGACCAG
GGCGGACCAG
GGCGGACCAG
GGCGGACCAG

CGGTGGAGGG
CGGTGGAGGG
CGGTGGAGGG
CGGTGGAGGG

AAGACCCGCG
AAGACCCGCG
AAGACCCGCG
AAGACCCGCG

GGTGGACGTC
GGTGGACGTC
GGTGGACGTC
GGTGGACGTC

CGCTGGACTC
CGCTGGACTC
CGCTGGACTC
CGCTGGACTC

GGGCTGCAGG
GGGCTGCAGG
GGGCTGCAGG
GGGCTGCAGG

ATTACAGGGA
ATTACAGGGA
ATTACAGGGA
ATTACAGGGA

CATAACATCG
CATAACATCG
CATAACATCG
CATAACATCG

CGAGTTGCCT
CGAGTTGCCT
CGAGTTGCCT
CGAGTTGCCT

GCGGTGAGCA
GCGGTGAGCA
GCGGTGAGCA
GCGGTGAGCA

GTTGTCGTCG
GTTGTCGTCG
GTTGTCGTCG
GTTGTCGTCG

CGGCTGGGGG
CGGCTGGGGG
CGGCTGGGGG
CGGCTGGGGG

GCATCGTGAA
GCATCGTGAA
GCATCGTGAA
GCATCGTGAA

1900
CACCTGAAGT
CACCTGAAGT
CACCTGAAGT
CACCTGAAGT

CGGCAAGCGG
CGGCAAGCGG
CGGCAAGCGG
CGGCAAGCGG

TCCGCGGCGA
TCCGCGGCGA
TCCGCGGCGA
TCCGCGGCGA

1550
CCATGCTTTG
CCATGGTTTG
CCATGGTTTG
CCATGGTTTG

1600
CTCACCAGGG
CTCACCAGGG
CTCACCAGGG
CTCACCAGGG

1650
GAGCACTACC
GAGCACTACC
GAGCACTACC
GAGCACTACC

1700
CGCCAACTAC
CGCCAACTAC
CGCCAACTAC
CGCCAACTAC

1750
TGAGCCCCGG
TGAGCCCCGG
TGAGCCCCGG
TGAGCCCCGG

1800
CTTCACGACA
CTTCACGACA
CTTCACGACA
CTTCACGACA

1850
CGGCATCGAC
CGGCATCGAC
CGGCATCGAC
CGGCATCGAC

CGGACGGCTA
CGGACGGCTA
CGGRCGGCTA
CGGACGGCTA

1950
CAGTGCAAGG
CAGTGCAAGG
CAGTGCAAGG
CAGTGCAAGG

2000
CGTGCCGCTG
CGTGCCGCTG
CGTGCCGCTG
CGTGCCGCTG



MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292

HIMALAYA-

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MKE827
MOREX
292
HIMALAYA

2001

CTCGGGTTCA
CTCGGGTTCA
CTCGGGTTCA
CTCGGGTTCA

2051

GGACGCGATG
GGACGCGATG
GGACGCGATG
GGACGCGATG

2101

GCACGGGGCG
GCACGGGGCG
GCACGGGGCG
GCACGGGGCG

2151

CACCACGACA
CACCACGACA
CACCACGACA
CACCACGACA

2201

CCGGATCACG
CCGGATCACG
CCGGATCACG
CCGGATCACG

2251

CGTGCGGGCT
CGTGCGGGCT
CGTGCGGGCT
CGTGCGGGCT

2301

GTGCACGCCG
GTGCACGCCG
GTGCACGCCG
GTGCACGCCG

2351

CAACCACTCC
CAACCACTCC
CAACCACTCC
CAACCACTCC

2401

TGATCGAGGC
TGATCGAGGC
TGATCGAGGC
TGATCGAGGC

2451

AGCTGGAGGG
AGCTGGAGGG
AGCTGGAGGG
AGCTGGAGGG

ES 2380362 T3

TCGGGCGECT
TCGGGCGGCT
TCGGGCGGCT
TCGGGCGGCT

CCCTGGATCG
CCCTGGATCG
CCCTGGATCG
CCCTGGATCG

CCACGACCTG
CCACGACCTG
CCACGACCTG
CCACGACCTG

AGGTGCGCGG
AGGTGCGCGG
AGGTGCGLGG
AGGTGCGCGG

GUGGGCGCCG
GCGGGCGCCG
GCGGGCGLCG
GCGGGCGCCG

GAACCAGCTC
GAACCAGCTC
GAACCAGCTC
GAACCAGCTC

TCGGCGGCCT
TCGGCGGCCT
TCGGCGGCCT
TCGGCGGCTT

GGGCTCGGGT
GGGCTCCCGT
GGGCTCGGGT
GGGCTCGGGT

GCTCGGGCAC
GCTCGGGCAC
GCTCGGGCAC
GCTCGGGCAC

GCCTCCAGGA
GCCTCCAGGA
GCCTCCAGGA
GCCTCCAGGA

66

GGACGGGCAG
GGACGGGCAG
GGACGGGCAG
GGACGGGCAG

TGAGCCAGGA
TGAGCCAGGA
TGAGCCAGGA
TGAGCCAGGA

GAGAGCATGC
GAGAGCATGC
GAGAGCATGC
GAGAGCATGC

GTGGGTGGGG
GTGGGTGGGG
GTGGGTGGEG
GTGGGTGGGG

ACGCGCTCCT
ACGCGCTCCT
ACGCGCTCCT
ACGCGCTCCT

TACGCGATGG
TACGCGATGG
TACGCGATGG
TACGCGATGG

GAGGGATACC
GAGGGATACC
GAGGGATACC
GAGGGATACC

GGACGTTCGA
GGACGTTCGA
GGACGTTCGA
GGACGTTCGA

TGCCTCCGCA
TGCCTCCGCA
TGCCTCCGCA
TGCCTCCGCA

GCGCGGCATG
GCGCGGCATG
GCGCGGCATG
GCGCGGCATG

AAGGGCGTGG
AAGGGCGTGG
AAGGGCGTGG
AAGGGCGTGG

CGTGCAGCTG
CGTGCAGCTG
CGTGCAGCTG
CGTGCAGCTG

TGCAGCACTT
TGCAGCACTT
TGCAGCACTT
TGCAGCACTT

TTCTCCGTGC
TTCTCCGTGC
TTCTCCGTGC
TTCTCCGTGC

CATGCCCTCC
CATGCCCTCC
CATGCCCTCC
CATGCCCTCC

CCTACGGCAC
CCTACGGCAC
CCTACGGCAC
CCTACGGCAC

GTGCCGCCGT
GTGCCGCCGT
GTGCCGCCGT
GTGCCGCCGT

CCGCGCCGAG
CCGCGCCGAG
CCGCGCCGAG
CCGCGCCGAG

CCTACCGGGA
CCTACCGGGA
CCTACCGGGA
CCTACCGGGA

TCGCAGGACT
TCGCAGGACT
TCGCAGGACT
TCGCAGGACT

2050
AGATCATCGC
AGATCATCGC
AGATCATCGC
AGATCATCGC

2100
GTGATGCTGG
GTGATGCTGG
GTGATGCTGG
GTGATGCTGG

2150
CGAGCGGGAG
CGAGCGGGAG
CGAGCGGGAG
CGAGCGGGAG

2200
GCCTGGCGCA
GCCTGGCGCA
GCCTGGCGCA
GCCTGGCGCA

2250
CGETTCGAGC
CGGTTCGAGC
CGGTTCGAGC
CGGTTCGAGC

2300
CATCCCTGTC
CATCCCTGTC
CATCCCTGTC
CGTCCCCGTC

2350
TCGACCCCTT
TCGACCCCTT
TCGACCCCTT
TCGACCCCTT

2400
GCGCACAAGC
GCGCACAAGC
GCGCACAAGC
GCGCACAAGC

2450
CCACAAGGAG
CCACAAGGAG
CCACAAGGAG
CCACAAGGAG

2500
TCAGCTGGGA
TCAGCTGGGA
TCAGCTGGGA
TCAGCTGGGA



MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

MK6827
MOREX
292
HIMALAYA

2501

ACATGCCGCC
ACATGCCGCC
ACATGCCGCC
ACATGCCGCC

2551

ES 2380362 T3

AAGCTCTACG
AAGCTCTACG
AAGCTCTACG
AAGCTCTACG

++¢ Codon de parada

GGTGAACGCT
GGTGAACGCT
GGTGAACGCT
GGTGAACGCT

2601

AAATGCGCAT
AAATGCGCAT
AAATGCGCAT
AAATGCGCAT

2651

CTTCTTCGATG
CTTCTTGATG
CTTCTTGATG
CTTCTTGATG

2701

CTGGTCCGTC
CTGGTCCGTC
CTGGTCCGTC
CTGGTCCGTC

2751

AATGTTTTTT
AATGTTTTTT
AATGTTTTTT
AATGTTTTTT

2801

TTAACTTGGT
TTAACTTGGT
TTAACTTGGT
TTAACTTGGT

2851

TTGTTGCTTA
TTGTTGCTTA
TTGTTGCTTA
TTGTTGCTTA

2901

TCACATGTCT
TCACATGTCT
TCACATGTCT
TCACATGTCT

2951

AAACGGCA
AARCGGCA
AARCGGCA
AARAAAAA

GCTACCCGGT
GCTACCCGGT
GCTACCCGGT
GCTACCCGGT

TGCGCACTTG
TGCGCACTTG
TGCGCACTTG
TGCGCACTTG

GGAACGCCGG
GGAACGCCGG
AGAACGCCGG
AGAACGCCGG

GCAGAGTAGA
GCAGAGTAGA
GCAGAGTAGA
GCAGAGTAGA

TTTTCC.TTT
TTTTCCTTTT
TT..CC...T
TT..CC...T

ATTGTAATGT
ATTGTAATGT
ATTGTAATGT
ATTGTAATGT

TTCTTGCTAG
TTCTTGCTAG
TTICTTGCTAG
TTCTTGCTAG

GATGTATGCA
GATGTATGCA
GATGTATGCA
GATGTATGCA

67

AGGACGTCCT
AGGACGTCCT
AGGACGTCCT
AGGACGTCCT

CCAGCCCCGC
CCAGCCCCGC
CCAGCCCCGC
CCAGCCCCGC

CAGATTTGGC
CAGATTTGGC
CAGATTTGGC
CAGATTTGGC

CATCCGCGAG
CATCCGCGAG
CATCCGCGAG
CATCCGCGAG

GTGAAACGCT
GTGAAACGCT
GTGAAACGCT
GTGAAACGCT

TTTTTTTTGC
TTTTTTTTGC
TTTTTTTTGC
TTTTTTTTGC

GGTATGCTGT
GGTATGCTGT
GGTATGCTGT
GGTATGCTGT

CTAAGTCGGA
CTAAGTCGGA
CTAAGTCGGA
CTAAGTCGGA

AGTGACATGG
AGTGACATGG
AGTGACATGG
AGTGACATGG

CGTCCAGGCC
CGTCCAGGCC
CGTCCAGGCC
CGTCCAGGCC

ATGCGTGCAT
ATGCGTGCAT
ATGCGTGCAT
ATGCGTGCAT

GCATGCAGGA
GCATGCAGGA
GCACGCAGGA
GCACGCAGGA

GTTGAGACGC
GTTGAGACGC
GTTGAGACGC
GTTGAGACGC

CCTTGTTGCA
CCTTGTTGCA
CCTTGTTGCA
CCTTGTTGCA

GAGGGAGGTA
GAGGGAGGTA
GAGGGAGGTA
GAGGGAGGTA

GTGCATTATT
GTGCATTATT
GTGCATTATT
GTGCATTATT

GGCCAAGAGC
GGCCAAGAGC
GGCCAAGAGC
GGCCAAGAGC

TTGGTTTGGT
TTGGTTTGGT
TTGGTTTGGT
TTGGTTTGAA

2550
AAGTACCAGT
AAGTACCAGT
AAGTACCAGT
AAGTACCAGT

2600

GAGAGGATGG
GAGAGGATGG
GAGAGGATGG
GAGAGGATGG

2650
ACGTGCCGTC
ACGTGCCGTC
ACGTGCCGTC
ACGTGCCGTC

2700
TGATTCCGAT
TGATTCCGAT
TGATTCCGAT
TGATTCCGAT

2750
GGTATATGGG
GGTATATGGG
GGTATATGGG
GGTATATGGG

2800
TATGGGAATG
TATGGGAATG
TATGGGAATG
TATGGGAATG

2850
ACATCGGTTG
ACATCGGTTG
ACATCGGTTG
ACATCGGTTG

2900
GAAAGCTAGC
GAAAGCTAGC
GARAGCTAGC
GAMAGCTAGC

2950
TGTGCAGTGC
TGTGCAGTGC
TGTGCAGTGC
AAAAAMAANA



Morex
Himalaya
292
MK6827

Morex
Himalaya
292
MK6827

Morex
Himalaya
292
MK6827

Morex
Himalaya
292
MK6827

Morex
Himalaya
292
MK6827

Morex
Himalaya
292
MK6827

Morex
Himalaya
292
MK6827

Morex
Himalaya
292
MK6827

Morex
Himalaya
292
MK6827

Morex
Himalaya
292
MK&6827

Morex
Himalaya
292
MK6827
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Comparacién de secuencias de aminoacidos de SSlI

1

MSSAVASPAS
MSSAVASPAS
MSSAVASPAS
MSSAVASPAS

51

TARDGAVAAR
TARDGAVAAR
TARDGAVAAR
TARDGAVAAR

101

PSPPAPRQDA
PSPPAPRQDA
PSPPAPRQDA
PSPPAPRQDA

151

QNRVPVNGEN
QNRVPVNGEN
QNRVPVNGEN
QNRVPVNGEN

201

PSSVFPAKRT
PSSVFPAKKT
PSSVFPAKKT
PSSVFPAKKT

251

KALSAPAAPA
KALSAFAAPA
KALSAPAAPA
KALSAPAAPA

301
DSGPLAGENV
DSGPLAGENV

DSGPLAGENV

DSGPLAGENV

351

VPRYGDYEEA
VPRYGDYEEA
VPRYGDYEEA
VPRYGDYEEA

401

RQQDIYGGSR
RQQDIYGGSR
ROQQDIYGGSR
RQQDIYGGSR

451

HTALLPVYLK
HTALLPVYLK
HTALLPVYLK
HTALLPVYLK

501

YLEHFRLYDP
YLEHFRLYDP
YLEHFRLYDP
YLEHFRLYDP

FLALASASPG
FLALASASPG
FLALASASPG
FLALASASPG

AAGIDDAAPG
AAGIDDAAPG
AAGIDDAAPG
AAGIDDAAPG

ARLPSKNGTL
ARLPSKNGTL
ARLPSKNGTL
ARLPSKNGTL

KHKVASPPTS
KHKVASPPTS
KHKVASPPTS
KHKVASPPTS

LPSSGSNFVS
LPSSGSNFVS
LPSS5GSNFVS
LPSSGSNFVS

VQEDLWDFKK
VQEDLWDFKK
VQEDLWDFKK
VQEDLWDFKK

YDVGVRKYYK
YDVGVRKYYK
YDVGVRKYYK
YDVGVRKYYK

QEIMKRMILF
QEIMKRMILF
QEIMKRMILF
QEIMKRMILF

AYYRDHGLMQ
AYYRDHGLMQ
AYYRDHGLMQ
AYYRDHGLMQ

VGGEHANYFA
VGGEHANYFA

mutacion MK6327 #
RSSRRRARVG ASPTRAGAGR LQWRPSPLOR

RSSRRRARVG
RSSRRRARVG
RSSRRRARVG

RQPRARRYGA
RQPRARRYGA
ROPRARRYGA
RQPRARRYGA

INGENKPTGG
INGENKPTGG
INGENKPTGG
INGENKPTGG

IVDVASPGSA
IVDVASPGSA
IVDVASPGSA
IVDVASPGSA

SASAPRLDTV
SASAPRLDTV
SASAPRLDTV
SASAPRLDTV

YIGFEEPVEA
YIGFEEPVEA
YIGFEEPVEA
YIGFEEPVEA

SPWCKTGGLG
SFUWCKTGGLG
SPWCKTGGLG
SPYCKTGGLG

AAGQUMEVNY
AAGQDMEVNY
AAGQDMEVNY
AAGQDMEVNY

CKAAVEVPWH
CKAAVEVPWH
CHKAAVEVFWH
CKAAVEVPWH

YSRSVMVIHN
YSRSVMVIHN
YSRSVMVIHN
YSRSVMVIHN

AGLKMADQVV
AGLKMADQVV

ASPTRAGAGR
ASPTRAGAGR
ASPTRAGAGR

ATKVADPVKT
ATKVADPVKT
ATKVADPVKT
ATKVADPVKT

GGATKDSGLP
GGATKDSGLP
GGATKDSGLP
GGATKDSGLP

ANISISNKVP
ANISISNKVP
ANISISNKVP
ANISISNKVP

SDVELAQKKD
SDVELAQKKD
SDVELAQKKD
SDVELAQKKD

KDDGSAVADD
KDDGSAVADD
KDDGSAVADD
KDDGSAVADD

DVAGALPKAL
DVAGALPKAL
DVACALPKAL
DIAGALPKAL

FHAYIDGVDF
FHAYIDGVDF
FHAYIDGVDF
FHAYIDGVDF

VPCGGVPYGD
VPCGGVPYGD
VPCGGVPYCD
VPCGGVPYGD

IAHQGRGPVD
IAHQGRGPVD
IAHQGRGPVD
TAHQGRGPVD

VVSPGYLWEL
VVSPGYLWEL

VGGEHANYFA AGLKMADQVV VVSPGYLWEL
VGGEHANYFA AGLKMADQVV VVSPGYLWEL

FIGURA 12

68

LQWRPSPLQR
LQWRPSPLOR
LQ*RPSPLOR

100
LDRDAAREGGG
LDRDAAEGGG
LDRDAAEGGG
LORDAAEGGG

150
TPARAPHLSI
TPARAPHLSI
TPARAPHLSI
TPARAPHLSI

200
PSVVPAKKTP
PSVVPAKKTP
PSVVPAKKTP
PSVVPAKKTP

250
ALIVKEAPKP
ALIVKEAPKP
ALIVEEAPKP
ALIVKEAPKP

300
AGSFEHHQNH
AGSFEHHQNH
AGSFEHHQNH
AGSFEHHQNH

350
AKRGHRVMVV
AKRGHRVMVV
AKRGHRVMVV
AKRGHRVMVV

400
VFIDAPLFRH
VFIDAPLFRH
VFIDAPLFRH
VFIDAPLFRH

450
GNLVFIANDW
GNLVFIANDW
GNLVFIANDW
GNLVF IANDW

500
EFPFTELPEH
EFPFTELPEH
EFPFTELPEH
EFPFTELPEH

550
KTVEGGWGLH
KTVEGGWGLH
KTVEGGWGLH
KTVEGGWGLH



Morex
Himalaya
292
MK6827
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292
MK6827
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292
MKE827
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Himalaya
292
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Morex
Himalaya
292
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Himalaya
292
MKE827
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551

DIIRQNDOWKT
DIIRQNDWKT
DIIRQNDWKT
DIIRQNDWKT

601

KEALQRELGL
KEALQRELGL
KEALQRELGL
KEALQRELGL

651

LGTGRHDLES
LGTGRHDLES
LGTGRHDLES
LGTGRHDLES

701

EPCGLNQLYA
EPCGLNQLYA
EPCGLNQLYA
EPCGLNQLYA

751

KLIEALGHCL
KLIEALGHCL
KLIEALGHCL
KLIEALGHCL

B0l
QWe
Qw*
Qw*
Qw*

RGIVNGIDNM
RGIVNGIDNM
RGIVNGIDNM
RGIVNGIDNM

QVRGDVPLLG
QVRGDVPLLG
QVRGDVPLLG
QVRGDVPLLG

MLQHFEREHH
MLQHFEREHH
MLQHFEREHH
MLQHFEREHHK

MAYGTIPVVH
MAYGTIPVVH
MAYGTIPVVH
MAYGTIPVVH

RTYRDHKESW
RTYRDHKESW
RTYRDHKESW
RTYRDHKESW

69

$ mutacion 292

EWNPEVDVHL
EWNPEVDVHL
E*NPEVDVHL
EWNPEVDVHL

FIGRLDGQKG
FIGRLDGQKG
FIGRLDGQKG
FIGRLDGQKG

DKVRGWVGFS
DKVRGWVGFS
DKVRGWVGFS
DKVRGWVGFS

AVGGLRDTVP
AVGGLRDTVP
AVGGLRDTVP
AVGGLRDTVP

RGLQERGMSQ
RGLQERGMSQ
RGLQERGMSQ
RGLQERGMSQ

KSDGYTNFSL
KSDGYTNFSL
KSDGYTNFSL
KSDGYTNFSL

VEIIADAMPW
VEIIADAMPW
VEIIADAMEW
VEITADAMPW

VRLAHRITAG
VRLAHRITAG
VRLAHRITAG
VRLAHRITAG

600
KTLDSGKRQC
KTLDSGKRQC
KTLDSGKRQC
KTLDSGKRQC

650
IVSQDVQLVM
IVSQDVQLVM
IVSQDVQLVM
IVSQDVQLVM

700
ADALLMPSRF
ADALLMPSRF
ADALLMPSRF
ADALLMPSRF

750

PFDPFNHSGL GWTFDRAEAH
PFDPFNHSGL GWTFDRAEAH
PFDPFNHSGL GWTFDRAEAH
PFDPFNHSGL GWTFDRAEAH

DFSWEHAAKL
DF SWEHAAKL
DFSWEHAAKL
DF SWEHAAKL

800
YEDVLVQAKY
YEDOVLVQAKY
YEDVLVQAKY
YEDVLVQAKY
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Posicidon 242 de la secuencia
del ADNc de SSlI de la cebada

Himalaya |
..... CGGCAGGCTIGCAAIGGCGGCCGICGCCGCT....
MK6827 |

..... CGGCAGGCTIGCAAIGACGGCCGICGCCECT....

_—

estructura
del gen SSl|
de la cebada

Posicion 1829 de la secuencia
del ADNc de SSl| de la cebada

292 T
... GACAACAIGGAGTGAAACCCIGAGGTIGGACGICCA.....
Himalaya T

..... GACAACAIGGAGTGGAACCCIGAGGIGGACGTCCA.....

FIGURA 13
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(C) M12345
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