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DESCRIPCION
Bebidas derivadas de cebada y malta con bajo nivel de dimetil sulfuro
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a bebidas derivadas de la cebada caracterizadas por niveles notablemente
reducidos tanto de sulfuro de dimetilo (DMS) y/o su precursor s-metil-L-metionina (SMM) o por carecer uno o
preferentemente ambos de dichos compuestos. Ademas, la invencion se refiere a métodos para producir las bebidas
anteriormente mencionadas y también a las plantas de cebada utiles en la preparacion de dichas bebidas, asi como
también a otros productos vegetales preparados con dichas plantas. Mientras que la invencién permite la produccion
de bebidas caracterizadas por perfiles de sabor mejorados, también facilita un nuevo paradigma para métodos de
produccién con reducciones notables en la entrada de energia térmica, en particular con respecto a la ebullicion del
mosto.

Antecedentes de la invencion

Las bebidas, principalmente la cerveza, pueden producirse a base de cebada, Hordeum vulgare L., que es una
planta de cultivo monocotiledénea cultivada en muchas partes del mundo. La cebada es econdmicamente
importante, tanto como materia prima para productos industriales, incluyendo la cerveza, asi como también como
una fuente de alimento para animales.

En el caso de la cerveza, asi como también en muchos vegetales y productos alimenticios incluyendo té, cacao,
leche, vinos, bebidas alcohdlicas (como el ron), maiz dulce y numerosos vegetales cocinados, el DMS agrega
prominentes y en general beneficiosas notas de olor y sabor al producto. Sin embargo, un alto nivel de DMS confiere
un sabor que puede ser indeseable, normalmente descrito como “maiz dulce cocido” o a veces como “similar al de la
grosella negra”.

Dependiendo del tipo de cerveza, los niveles de DMS normalmente pueden llegar hasta 144 pg/l y a veces puede
alcanzar hasta 150 ppmm (150 pg/l), donde dichos compuestos frecuentemente contribuyen a los sabores
indeseables de “vegetal cocido” o “similares al del repollo”. Sin embargo, un bajo nivel del compuesto es a veces
deseable para cerveza lager, ya que puede contribuir a dar una sensacion de plenitud al paladar y aroma total de
cerveza; el umbral sensorial es ~25 a 50 ppmm, por ejemplo, aproximadamente de 30-45 ug/l (Meilgaard, 1982). El
sabor del DMS no se percibe generalmente cuando los niveles de DMS son <10 ppmm.

El SMM, también denominado en el presente documento como precursor del DMS (DMSP), se sintetiza al germinar
granos de cebada por la accién de los componentes funcionales del ciclo de SMM (Fig. 1A). En este caso, la enzima
metionina (Met)-S-metiltransferasa (MMT) cataliza la transferencia de un grupo metilo de S-adenosil-metionina
(AdoMet) a Met, formando SMM. EI ultimo compuesto puede, a su vez, servir como dador de metilo para la sintesis
de Met a partir de homocisteina (Hcy), una reaccion catalizada por la enzima Hcy-s-metiltransferasa (HMT). A pesar
de que existe un debate sobre el papel definitivo de la MMT, se propuso inicialmente para impedir que se agotasen
las fuentes de Met para la sintesis de proteinas por un exceso en la sintesis de AdoMet (Mudd y Datko, 1990).
También se ha sugerido que el ciclo de SMM funciona en el transporte de azufre a larga distancia en las plantas, con
un mayor flujo de Met a SMM en hojas, transporte en el floema de SMM y reconversion de SMM en Met en el
desarrollo de granos u otros tejidos sumidero (Bourgis et al., 1999). Aunque experimentos posteriores con
radiotrazador revelaron que dicho ciclo gestiona el control de los niveles de AdoMet mas que evitar el agotamiento
de Met (Ranocha et al., 2001). Una explicacion alternativa del papel fisioldgico de SMM en las plantas se refiere a la
regulacion de la sintesis de etileno (Ko et al., 2004), principalmente con las ideas manifestadas mediante estudios
con 1-aminociclopropan-1-carboxilato sintasa recombinante a partir de levadura del género Pichia.

McElroy y Jacobsen (1995) han especulado con que es posible regular la sintesis de SMM haciendo uso de, por
ejemplo, tecnologia antisentido. Sin embargo, no se proporciond guia respecto de genes diana relevantes para el
antisentido, aunque se esperaba que la probabilidad de un resultado positivo fuese cuestionable dado que las
grandes reducciones en los niveles de SMM podrian resultar perjudiciales para el crecimiento y desarrollo de la
cebada. McElroy y Jacobsen (anteriormente citado) no han discutido soluciones alternativas para obtener niveles
mas bajos de SMM. Ademas, tal como se discute en detalle a continuacion, las tecnologias antisentido no se han
aplicado con éxito en la cebada para suprimir completamente la expresién génica.

Desafortunadamente, no hay métodos disponibles para preparar plantas de cebada transgénica que carezcan
completamente de expresion de una proteina dada. En general para la cebada, la aplicacion de técnicas antisentido
da lugar a plantas transgénicas que siguen expresando algo de la proteina en cuestion (véase, por ejemplo, Robbins
et al., 1998; Stahl et al., 2004; Hansen et al., 2007).

Asimismo, no se han desarrollado métodos eficaces para preparar mutaciones especificas usando ARN/ADN
quimérico o mutagénesis de sitio dirigido en plantas de cebada. En linea con esto y a pesar de los grandes
esfuerzos, los inventores de la presente publicacion no conocen ningun ejemplo publicado acerca de un
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direccionamiento génico dirigido a oligonucleétidos exitoso en la cebada. Aunque el objetivo no era la cebada, Lida y
Terada (2005) indican que se han hecho pruebas de direccionamiento génico dirigido a oligonucleétidos en maiz,
tabaco y arroz; aunque en todos los casos con el gen de la acetolactato sintetasa (ALS) resistente a los herbicidas
como diana. De acuerdo con la conclusion de Lida y Terada (anteriormente citado), queda por determinar si la
estrategia anteriormente mencionada, con las modificaciones apropiadas, es aplicable a genes diferentes de
aquellos directamente seleccionables, tales como los genes de ALS. La mutagénesis dirigida que usa nucleasas de
dedo de cinc representa otra herramienta que en potencia podria permitir futuras investigaciones en la biologia
basica de la planta o modificaciones en plantas de cultivo (Durai et al., 2005; Tzfira y White, 2005; Kumar et al.,
2006). También en este caso, no se ha perseguido o aplicado con éxito la mutagénesis en la cebada.

No obstante, pueden prepararse mutantes de cebada mediante mutagénesis aleatoria haciendo uso de irradiacion o
tratamiento quimico, tal como el tratamiento con azida sédica (NaNs). Un ejemplo se refiere a granos de cebada
mutagenizados mediante el uso de NaNs; y posteriormente seleccionadas respecto de niveles altos de fosfato libre
en un esfuerzo por detectar mutantes con bajo contenido de fitatos (Rasmussen y Hatzack, 1998); se identificé un
total de 10 mutantes entre 2000 granos seleccionados. Aunque esta lejos de ser siempre posible, hallar un mutante
particular después del tratamiento con NaNs; depende de la persistencia y de un método eficaz de seleccién y eso
dista mucho de tener siempre éxito.

Una parte dificil relacionada con la identificacion de dianas moleculares prometedoras en el fitomejoramiento
tradicional se refiere a determinar qué componente (0 componentes) de una via bioquimica dada deben alterarse
para producir la alteracion deseada de la lectura del sistema y, en consecuencia, la capacidad para establecer un
método de seleccién que sea util.

Las incubaciones relacionadas con la produccién de la cerveza a altas temperaturas, tales como el secado al horno
de la malta o el calentamiento y ebullicion del mosto pueden inducir la conversién quimica de SMM a DMS. Debido a
las propiedades inherentes del DMS, en particular su punto de ebullicién de solamente 37°C-38°C, una gran parte
del DMS formado durante el horneado y la ebullicién del mosto puede perderse en la atmésfera. A temperaturas por
encima de ~70°C, la volatilidad del DMS se reduce a niveles muy bajos (Sheuren y Sommer, 2008) mientras que
manifiesta condiciones para su posterior oxidacion a dimetil sulféxido (DMSO). Cuando el tiempo de retencion o el
vigor de la ebullicidon del mosto es inadecuado para convertir la SMM residual, puede continuar formandose DMS a
medida que se enfria el mosto, con su consiguiente transferencia a la cerveza.

Se han desarrollado métodos tecnoldgicos para reducir el nivel de DMS en la cerveza. Por lo tanto, el documento AU
38578/93 describié un método para reducir los niveles de DMS en la malta que comprende el tratamiento al vapor de
dicha malta. En la solicitud de patente US 2006/0057684 de Bisgaard-Frantzen, H. et al., se describen métodos de
fabricacion de cerveza que comprenden el tratamiento con calor de la masa remojada a temperaturas de 70°C y
superiores y en la Patente de Estados Unidos n.° 5.242.694 de Reuther, H. se describieron métodos para preparar
cerveza baja en hidratos de carbono, en la que los métodos comprenden la ebulliciéon intensiva del mosto seguido
del lavado con diéxido de carbono de dicho mosto. Sin embargo, todos los tratamientos anteriormente mencionados
consumen altos niveles de energia y ademas pueden alterar las caracteristicas de la malta o el mosto.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion describe bebidas preparadas a partir de la cebada o partes de la misma, en particular cerveza
con un sabor mejorado. Las bebidas divulgadas en el presente documento muestran niveles muy bajos de DMS o
incluso nada de DMS, particularmente bebidas con niveles de DMS por debajo del umbral de sabor y, en
consecuencia, caracterizados por la ausencia de sabor a DMS.

Ademas, las bebidas de la invencion tienen propiedades superiores en cuanto al sabor. Por consiguiente, las
bebidas de la invencion se caracterizan por ser particularmente equilibradas y bebibles, con un alto grado de
frescura, con sabor aromatico y floral.

Por lo tanto, la invencién proporciona bebidas con notables propiedades de sabor basadas en la ausencia de DMS o
en bajos niveles de DMS. Se comprueba en el presente documento que el DMS influye sorprendentemente en la
percepcion humana de los compuestos afrutados en la cerveza (véase la Fig. 1B), consistente con un modelo
proporcionado por los inventores en el cual el DMS enmascara el sabor de dichos compuestos.

Se considera de suma importancia que la presente invencion proporcione granos de cebada o malta con defectos
que bloqueen especificamente la formacion del precursor de DMS. De esta forma, puede evitarse el
enmascaramiento anteriormente descrito del sabor afrutado por el DMS, el cual abre nuevas oportunidades en la
utilizacion industrial de la cebada y la malta. Ademas, los granos de la cebada y la malta con defectos que
especificamente bloquean la formacion del precursor del DMS también tienen propiedades del sabor causadas por la
ausencia de DMS en si. De manera notable, dicho tipo de cebada o malta podria aprovecharse como materia prima
en aplicaciones industriales eficaces para ayudar a establecer las configuraciones de produccion a medida mas alla
que las capacidades actuales. En particular, las mejoras se refieren a cuestiones sobre la calidad de la cerveza y la
sostenibilidad ambiental en la produccién de la cerveza, especificamente para que:
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(i) la cerveza tenga un bajo nivel de sabor especifico de DMS;

(i) la cerveza tenga un perfil de sabor afrutado mejorado;

(iii) aporte de energia reducido para la produccion de la cerveza; y
(iv) consumo de energia reducido en la produccion de mosto.

La presente invencion proporciona plantas y granos de cebada que cumplen con dichas mejoras.

Por lo tanto, sin restringirse a consideraciones tedricas acerca de como podria entrelazarse el mecanismo de la
SMM con otros procesos bioldgicos, la presente solicitud ofrece oportunidades aun no proporcionadas para
aprovechar y explorar el fitomejoramiento y el uso industrial de plantas de cebada defectuosas para la sintesis de
SMM.

La presente invencion describe que pueden prepararse bebidas caracterizadas por bajos niveles de sabor especifico
a DMS vy un perfil de sabor afrutado mejorado y/o bebidas que son particularmente equilibradas y bebibles, es decir,
con altos grados de frescura, sabor floral y aromatico, a partir de plantas de cebada o partes de las mismas, que
portan una mutacioén en el gen codificante de la MMT, lo que causa una pérdida total de actividad de la MMT. Dichas
plantas se denominan en el presente documento como cebada “con MMT nula”.

Por lo tanto, la invencion se refiere en un aspecto a bebidas preparadas a partir de una planta de cebada o de una
parte de la misma, en la que dicha bebida contiene un nivel de dimetil sulfuro (DMS) inferior a 20 ppmm y un nivel de
S-metil-I-metionina (SMM) de menos de 20 ppmm, y en el que dicha planta de cebada o parte de la misma porta una
mutacion en el gen que codifica la MMT, lo que causa una pérdida total de MMT funcional.

En otro aspecto, la invencion ofrece plantas de cebada utiles para preparar dichas bebidas. Por consiguiente,
también es un objeto de la invencion proporcionar una planta de cebada o parte de la misma, en la que la planta de
cebada porta una mutaciéon en el gen codificante de la MMT que causa una pérdida total de la enzima MMT
funcional.

Los productos vegetales producidos a partir de dicha planta con MMT nula incluyen, por ejemplo, composiciones de
malta y mosto o jarabes o extractos con base de cebada o jarabes o extractos o complementos con base de malta.
Los complementos en el presente contexto pueden ser cebada no malteada que puede usarse sola o0 en
combinacién con cebada malteada para preparar mosto. Asimismo, se proporcionan métodos para preparar dichas
plantas de cebada as6 como métodos para preparar las bebidas y otros productos vegetales.

Por otro lado, en un mundo con la alteracién climatica en la agenda internacional, la sociedad y la industria deben
contribuir a la reduccion de la emision de gases de efecto invernadero y a los beneficios para el medio ambiente. Por
lo tanto, un objeto de la invencién es proporcionar plantas de cebada utiles para la produccion de cerveza usando
métodos con bajo consumo de energia. Por consiguiente, las plantas de cebada de la invencién son utiles para la
produccién de cerveza usando métodos en los que se reduce la duracién de las etapas de calentamiento o donde se
reduce la temperatura de las etapas de calentamiento, en comparacién con métodos estandar de elaboraciéon de
cerveza. Los beneficios en las etapas de los procedimientos de secado al horno y de ebullicion del mosto son de una
importancia fundamental, que pueden acortarse significativamente o realizarse a temperaturas inferiores en
comparacion con los regimenes de elaboracién y produccion de cerveza estandar, reduciendo el consumo de
energia para proporcionar un método mas sostenible para la produccién de cerveza.

Listado de secuencias

La invencion puede entenderse mas completamente a partir de la siguiente descripcion detallada y del listado de
secuencias adjunto (resumido en la tabla 10), que forma parte de la presente solicitud. Dicha tabla enumera los
acidos nucleicos y polipéptidos que se describen en el presente documento, la denominacion de los cebadores de
oligonucledtidos asi como los clones de ADNc y ADNg que comprenden los fragmentos de acido nucleico que
codifican polipéptidos que representan la totalidad o una parte sustancial de estos polipéptidos y el identificador
correspondiente (SEQ ID NO:). Las descripciones de la secuencia y el listado de secuencias adjunto al presente
documento cumplen las normas que rigen las descripciones de secuencias de nucleétidos y/o de aminoacidos en
solicitudes de patente.

Descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra componentes seleccionados del ciclo de la SMM y de las clasificaciones de sabor promedio.
(A) Componentes seleccionados del ciclo de SMM en los cuales la SMM se sintetiza por transferencia del metilo
de la s-adenosilmetionina (SAM) a metionina (Met), catalizada por la enzima met-s-metiltransferasa (MMT). La
SMM puede, a su vez, servir como dadora de metilo para la sintesis de Met a partir de la homocisteina (Hcy), en
una reaccion catalizada por la enzima Hcy-s-metiltransferasa (HMT). La ilustracion muestra como estan
conectadas las reacciones esencialmente irreversibles. Cada vuelta del ciclo es inutil ya que consume y luego
regenera dos Met mientras que convierte ATP en adenosina, PPi y Pi (no mostrados). (B) Se ilustran las
clasificaciones de sabor promedio, + desviacion estandar, otorgadas por un panel de especialistas catadores de
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cerveza, acerca de las propiedades enumeradas, cuerpo, afrutado y DMS de muestras de cerveza. Las muestras
de control de cerveza estandar adicionada con cerveza solamente (columnas marcadas con “0”) o adicionadas
con una mezcla de ésteres, lo que brinda las siguientes concentraciones en la cerveza: 5 ppm [partes por millén]
de acetato de etilo, 1,5 ppm de isoamilacetato, 0,05 ppm de hexanoato de etilo, 0,13 ppm de octanoato de etilo
(columnas marcadas con “1”) y la mezcla de éster anteriormente mencionada que incluye 100 ppmm de DMS
(columnas marcadas con “2”).

La FIG. 2 muestra las moléculas involucradas en la formacion alcalina del compuesto fluorescente SMM-OPA.

La FIG. 3 muestra resultados de experimentos de HPLC y de transferencia de Western para verificar el fenotipo
de MMT nula del mutante 8063 y del mutante 14083. (A) Un ejemplo de separacion realizada por HPLC de un
extracto del brote de la vc. Prestige, que muestra elucion de acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu),
asparagina (Asn), serina (Ser) y SMM. La fluorescencia de los extractos derivatizados con OPA de brotes de
cebada se estimularon a 340 nm y se midi6 la emision a 450 nm. (B) Separacion de extractos realizada por
HPLC de los mutantes indicados y la vc. Sebastian de tipo silvestre. La separacion de los componentes en un
extracto de un mutante dio un cromatograma sin picos especificos de SMM. (C) Los resultados de la
transferencia de Western de las proteinas separadas por tamafio a partir de extractos del brote de tipo silvestre
de Prestige (carril 2), mutante 8063 (carril 3), silvestre de Sebastian (carril 5) y mutante 14018 (carril 6). Las
proteinas de referencia con las masas indicadas en kDA se separaron en las lineas 1, 4 y 7, mientras que la
MMT recombinante de las células de E. coli se emplearon como control y se separaron en el carril 8. Tal como se
detalla en el ejemplo 12, las bandas proteinicas con tincion de 120 kDA representan a la MMT, mientras que la
banda de 80 kDA en el extracto del E. coli no son derivados de la MMT como también aparece en los extractos
de las células de control negativo transformadas con el vector pET19b (véase la FIG. 14B, C).

La FIG. 4 muestra la ausencia de actividad de MMT en brotes de 4 dias de crecimiento del mutante 8063,
aunque actividades pronunciadas en los brotes de tipo silvestre con similar extensién de germinacion. Se
determiné la actividad de la MMT empleando [3H]SAM como sustrato. La transferencia catalizada de MMT de un
grupo metilo de EH]SAM en Met, que formé SMM, se monitored6 mediante contador de centelleo después de la
extraccion del ["H]SAM restante con carbon activado. Esto une al sustrato, aunque no al recientemente
sintetizado producto rotulado de SMM. La ilustracién también muestra que SMM estaba ausente en los brotes del
tipo mutante, aunque presente en aquellos de tipo silvestre. Se analizaron un total de 30 brotes tanto de las

plantas de tipo mutante como de tipo silvestre, 15 de cada una de las plantas mutantes y de tipo silvestre.

La FIG. 5 muestra una comparacion con contenidos libres de DMSP y libres de DMS en malta con MMT nula,
mosto y cerveza. (A) Tanto la malta verde como la malta secada en horno del mutante 8063 habian reducido
notablemente los niveles de DMSP y estaban libres de DMS. (B) Los mostos sometidos a ebullicion y dulces del
mutante 8063 casi no tuvieron DMSP y estaban libres de DMS. También la cerveza elaborada con malta del
Mutante 8063 presentd resultados extremadamente bajos en DMS libre.

La FIG. 6 muestra comparaciones de perfil del sabor establecidas por un panel de 10 catadores de cerveza. Las
pruebas comprendieron cervezas elaboradas con malta de tipo silvestre vc. Power y del tipo mutante 8063 (con
MMT nula). Este tipo de analisis hace uso de un nimero de atributos del sabor predefinidos, segin se muestra
en los graficos, cuantificable en una escala de 0 a 5. Un sabor se juzga como “extremadamente”,
correspondiente al puntaje 5, solamente si su propiedad se considera como maxima para el tipo de cerveza que
se esta analizando. (A) Se enumera el resumen de la evaluacién del panel para catar cerveza con respecto a la
cerveza adicionada con ésteres y alcoholes en la tabla 1. (B) Resumen que detalla la evaluacion del panel de
catadores de una cerveza no adicionada.

La FIG. 7 muestra una ilustraciéon de una forma de propagar los granos de cebada mutagenizados con NaNs. Los
granos de la generacion MO se desarrollan en plantas que determinan granos de la generacion M1. Estos
pueden sembrarse y desarrollar plantas M1, las cuales producen nuevos granos de la generacion M2. Luego, las
plantas M2 crecen y determinan granos de la generacion M3. Los granos de la generacion M3 pueden dejarse
germinar y las muestras de las mismas, por ejemplo, los coledptilos, pueden utilizarse para analisis. Las semillas
M3 también pueden sembrarse y pueden emplearse las flores de las correspondientes plantas para realizar
cruzamientos y obtener plantas de la generacion M4.

La FIG. 8 muestra un esquema general simplificado de un proceso de produccién de cerveza preferido, que
incluye remojo de la pepita de cebada (1), germinacion (2), secado en horno (3), molienda de la malta seca (4),
maceracion (5), filtracion (6), ebullicion del mosto en presencia de lupulo agregado (7), fermentacion en
presencia de levadura (8), maduracion de la cerveza (9), filtracion de la cerveza (10), envasado en, por ejemplo,
botellas, latas o similares (11) y etiquetado (12). Los procesos individuales pueden agruparse en secciones que
comprenden la produccion de malta (1 a 3), la produccién del mosto (4 a 7), fermentacion (8 y 9) y la preparacion
de la cerveza terminada (10 a 12). A pesar de que se ilustra un método preferido, se pueden considerar maneras
alternativas que omitan algunos de los pasos descritos (la filtracion, por ejemplo, puede omitirse o puede no
agregarse lupulo) o pueden agregarse pasos adicionales (por ejemplo, adicion de complementos o carbonato).
La cerveza también puede producirse empleando mezclas de cebada malteada o sin maltear o sélo cebada sin
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maltear, en cuyo caso con frecuencia se agregan enzimas externas durante el proceso de maceracion.

La FIG. 9 muestra, en forma esquematica, la organizacion del gen codificante de la MMT de la cebada. Se ilustra
la secuencia gendmica de 6368 pb de longitud (SEC ID NO: 3), la cual abarca los codones de iniciacion y
terminacion de traduccion. Los exones e intrones se muestran como cuadrados numerados y lineas sin numerar,
respectivamente. El exén 12 se ilustra con cabeza de flecha para indicar la direccion completa de la transcripcion
y traduccioén. Los numeros de los nucledtidos se refieren al extremo 5 y 3" de los exones indicados relativos a la
primera base del codén de iniciacién de traduccion. También se ilustran las ubicaciones aproximadas de las
extensiones de la PCR que corresponden a las amplificaciones que usan los conjuntos del cebador enumerados
en la tabla 2.

La FIG. 10 muestra la secuencia de ADNc de la MMT de la cebada de vc. Prestige, que abarca los codones de
iniciacion y terminacion de traduccion, es decir, la region codificante (SEC ID NO: 4), alineada con la secuencia
traducida (SEC ID NO: 6), mediante el uso del codigo de una letra de los aminoacidos.

La FIG. 11 muestra una alineacién de secuencia de las enzimas de MMT casi idénticas de la cebada de vc.
Haruna Nijo (SEC ID NO: 2) y vc. Prestige (SEC ID NO: 6). Las diferencias de los dos restos de aminoacido
separados se destacaron con cuadrados en negro y letras en blanco.

La FIG. 12 muestra de qué manera el mutante de cebada 8063 activa los sitios de corte y empalme oculto en el
gen de la MMT. (A) Pequefias flechas horizontales debajo de la ilustracién de la estructura gendmica del gen de
la MMT indican la posicion aproximada de hibridacién del conjunto del cebador 15, véase tabla 4. (B)
Visualizacion de bandas de ADN seguidas por electroforesis en gel de agarosa del analisis por reaccion en
cadena de polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR) de los productos que emplearon molde de ARN, ya sea
de tipo silvestre vc. Prestige o del tipo mutante 8063. (C) llustracion para mostrar la estructura intrén-exon de
productos de la PCR en el panel B, que emplea los mismos elementos graficos que en A. El exén 5 del producto
4 es mas corto en comparacion con el de tipo silvestre. Las cabezas de las flechas verticales sefialan las
posiciones aproximadas de los codones de terminacion de traduccién prematura. Debido a la eleccidon de los
cebadores, los productos no comprenden los exones 1 y 2. Sin embargo, se predice que el ARNm [ARN
mensajero] también comprende los exones 1 y 2. (D) llustracion detallada de las transcripciones resultantes del
sitio de corte y empalme 5" del tipo mutado (mut.) y de tipo silvestre (WT) en el intrén 5, donde el sitio de
mutacion se indica con la base subrayada. Las flechas unidas por lineas enteras, rotuladas como 3 y 4, marcan
el sitio dador y aceptor utilizados durante el corte y empalme del producto 3 y el producto 4, respectivamente
(véase panel 4). La linea discontinua, marcada como 2*, sefiala el corte y empalme del transcrito de tipo silvestre
(producto 1 del panel C) y el producto 2 no cortado y empalmado (véase el panel C). Las bases de los exones y
el intron 5 estan en minusculas y mayusculas, respectivamente. nt: nucleétido. (E) Esquema general de la
composicion de los sitios de corte y empalme 5” y 3" en monocotiledéneas (Sinibaldi y Mettler, 1992), comparada
con la secuencia del intron 5 en el gen de la MMT del mutante 8063.

La FIG. 13 muestra plasmidos de expresion para la expresion heteréloga de las MMT aberrantes del mutante
8063 y la alineacioén de las proteinas codificadas. (A) llustracion del fragmento Ncol-BamHI de pET19b-MMT, que
incluye los sitios de restriccion seleccionados, que codifica la MMT de tipo silvestre fusionado con una secuencia
que especifica un His-Tag (*; secuencia MGHHHHHHHHHH; SEC ID NO: 69) en el mismo marco de lectura de
un sitio de la enteroquinasa (**; secuencia SSGHIDDDDKH; SEC ID NO: 70). Las construcciones de eliminacion
se ilustran en (B), (C) y (D). (E) Alineacion de secuencias de la MMT codificadas (SEQ ID NO: 6, 11, 13, 15 para
construcciones que aparecen en A, B, C y D, respectivamente). Se utilizd un péptido sintético correspondiente a
la extension de la secuencia marcada con asteriscos para la generacion de anticuerpos policlonales contra la
MMT de la cebada. La secuencia que abarca los nimeros de residuo 333 y 1084 no aparece para la enzima de
tipo silvestre (SEC ID NO: 6).

La FIG. 14 muestra los resultados de la expresion heteréloga en E. coli de tipo silvestre y de las formas mutantes
de la MMT de la vc. Prestige y del mutante 8063, respectivamente, con detalles experimentales descritos en el
ejemplo 12. Un extracto de células de E. coli transformadas con vector pET19b, asi como también una alicuota
de SMM pura, sirvieron como muestras de control experimental. Las areas con gel entre los carriles 4 y 5 de
ambas transferencias, que comprenden datos irrelevantes a la presente solicitud, se borraron electréonicamente
después de su exploracion. (A) Perfiles de HPLC de la SMM pura asi como también de los extractos de células
de E. coli transformados con los plasmidos indicados. Para fines de comparacion, los perfiles también son una
parte integral de la FIG. 18. (B) Resultados del método de transferencia de Western de las proteinas separadas
por tamafo a partir de extractos celulares y solubles de células de E. coli transformadas con plasmidos pET-
MMT (carril 2), pET19b-line8063-Prod3 (carril 3), pET19b-line8063-Prod4 (carril 4) y pET19b (carril 5). Las
proteinas de referencia, con las masas indicadas en kDA, se separaron en el carril 1. (C) Resultados del método
de transferencia de Western de las proteinas separadas por tamafo a partir de extractos de cuerpos de inclusion
de células de E. coli transformadas con los plasmidos, segun se mencioné anteriormente en la referencia de la
parte B de la figura. Los anticuerpos primarios y policlonales utilizados en los analisis Western generados contra
un péptido de 15 restos de longitud sintético de la MMT de la cebada, correspondiente a la extension del
aminoacido marcada con asteriscos en la FIG. 13.
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La FIG. 15 muestra una ilustracion acerca de metodologias para identificar granos que se caracterizan por la
mutacion G3076—A en el gen para la MMT del mutante 8063. (A) En la reaccién hipotética 1 y la reaccion
hipotética 2, el conjunto del cebador 20, véase tabla 7, produce un fragmento de PCR de 271 pb y no produce
fragmento, respectivamente, de acuerdo a como lo muestra de manera esquematica la banda con tincion de
bromuro de etidio seguida por electroforesis en gel de agarosa de las reacciones correspondientes (C). En las
reacciones hipotéticas 3 y 4 (B), solamente la ultima genera un fragmento de PCR. Las flechas horizontales
indican la coincidencia de apareamiento de la secuencia total con el ADN de molde, mientras que las flechas con
una curvatura pronunciada indican un error de apareamiento. (D) Los analisis realizados con el método de
transferencia de Western con un anticuerpo anti-MMT reconocen una enzima de MMT de 120 kDA en un grano
de tipo natural de vc. Prestige (carril 2), aunque no en la de tipo mutante 8063. Las proteinas estandar se
separaron en el carril 1 con las correspondientes masas indicadas en kDA.

La FIG. 16 muestra como el mutante 14018 de cebada activa sitios de corte y empalme ocultos en el gen de la
MMT. (A) Las pequeiias flechas horizontales debajo de la ilustracion de la estructura gendmica del gen de la
MMT indican la posicion de hibridacién aproximada del conjunto del cebador 16, véase tabla 4. (B) Visualizacion
de bandas de ADN seguidas por electroforesis en gel de agarosa de productos de RT-PCR con empleo del
molde de ARN ya sea de tipo silvestre (vc. Sebastian) o mutante 14018. (C) Representacion para ilustrar la
estructura intrén-exon de los productos de PCR en el panel B, usando los mismos elementos graficos que en A.
El exé6n 2 del producto 8 esta truncado en comparacion con el de tipo silvestre. Las cabezas de las flechas
verticales apuntan a las posiciones aproximadas de los codones de terminacion prematura de traduccion. Debido
a la eleccion de los cebadores, los productos no comprenden el exén 1. Sin embargo, se puede predecir que el
ARNmM también comprende el exén 1. (D) llustracion detallada de las transcripciones resultantes del sitio de corte
y empalme 5° del tipo mutado (mut.) y de tipo silvestre (WT) del intron 2, con el sitio de mutacién indicado por
una base subrayada. Las flechas unidas por lineas enteras rotuladas como 7 y 8 marcan el sitio dador y el
aceptor utilizados durante el corte y empalme del producto 7 y el producto 8, respectivamente (véase panel C).
La linea discontinua marcada como 6* apunta al corte y empalme de la transcripcién de tipo silvestre (producto 5
en el panel C) y al producto 6 no ensamblado (véase panel C). Las bases de los exones y el intrén 2 estan en
minusculas y mayusculas, respectivamente. nt: nucleétido. (E) Esquema general de la composicion de los sitios
de corte y empalme 5" y 3" en monocots (Sinibaldi y Mettler, anteriormente citado), comparadas con la secuencia
del intrén 2 para el gen de la MMT, mutante 14018.

La FIG. 17 muestra los plasmidos de expresion para la expresion heteréloga de las MMT aberrantes del mutante
14018 y la alineacion de las proteinas codificadas. (A) llustracion del fragmento Ncol-BamHI de pET19b-MMT —
que incluye los sitios de restriccion seleccionados— que codifica la MMT de tipo natural fusionada a una
secuencia que especifica una His-Tag (*; secuencia MGHHHHHHHHHH; SEC ID NO: 69) en el mismo marco de
lectura de un sitio de la enteroquinasa (**; secuencia SSGHIDDDDKH; SEC ID NO: 70). Las construcciones de
eliminacioén se ilustran en (B), (C) y (D). (E) Alineacién de secuencias de la MMT codificadas (SEQ ID NO: 18,
22, 24, 26 para construcciones que aparecen en A, B, C y D, respectivamente). La secuencia que abarca el
numero de resto 213 a 1084 no se muestra para la enzima de tipo silvestre (SEC ID NO: 18).

La FIG. 18 muestra los resultados experimentales de la HPLC de la expresion heterdéloga en E. coli de las formas
de tipo silvestre y mutante de la MMT a partir de la vc. Prestige y la mutante 14018, respectivamente, con
detalles experimentales descritos en el ejemplo 15. La SMM pura y extracto de las células de E. coli
transformadas con el vector pET19b sirvieron como muestras de control experimental. Para fines de
comparacion, los cromatogramas marcados con asteriscos también son parte integral de la FIG. 14A.

La FIG. 19 muestra una ilustracion de una estrategia genética para identificar granos caracterizados por la
mutacion G1462—A en el gen para la MMT del mutante 14018. (A) En la reaccién hipotética 1 y la reaccion
hipotética 2, el conjunto del cebador 29, véase tabla 9, produce un fragmento de PCR de 121 pb y no produce
fragmento, respectivamente, tal como se muestra de manera esquematica por una banda con tincion de bromuro
de etidio seguida por electroforesis en gel de agarosa de las reacciones correspondientes (C). En las reacciones
hipotéticas 3 y 4 (B), solamente la ultima genera un fragmento de PCR (123 pb). Las flechas horizontales indican
la coincidencia de apareamiento de la secuencia total con el ADN de molde, mientras que las flechas con una
curvatura pronunciada indican un error de apareamiento. (D) Los andlisis realizados con el método de
transferencia de Western con un anticuerpo anti-MMT reconocen una enzima de MMT de 120 kDA en un grano
de tipo silvestre de vc. Sebastian (linea 2), aunque no en la de tipo mutante 14018. Las proteinas estandar se
separaron en la linea 1 con las correspondientes masas indicadas en kDA.

Definiciones

En la descripcion, en las figuras y tablas que siguen, se utilizan una cantidad de expresiones y términos. Para
suministrar la memoria descriptiva y las reivindicaciones, que incluyen el alcance que se dara a dichas expresiones y
términos, se brindan las siguientes definiciones.

Tal como se usa en el presente documento, “un/una” puede significar uno o mas, dependiendo del contexto en el
cual se utilice.
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La expresion “rasgo agronémico” describe un rasgo fenotipico o genético de una planta que contribuye al
rendimiento o valor econémico de dicha planta. Dichos atributos incluyen resistencia a la enfermedad, resistencia a
los insectos, resistencia a los virus, resistencia a los nematodos, tolerancia a la sequia, tolerancia a la alta salinidad,
rendimiento, altura de la planta, dias para madurar, clasificacion del grano (es decir, fraccionamiento del tamario del
grano), contenido de nitrégeno del grano y similares.

El término “cebada” en referencia al proceso de elaboracién de la cerveza, en particular cuando se utiliza para
describir el proceso de malteado significa granos de cebada. En todos los demas casos, a menos que se especifique
de otro modo, “cebada” significa la planta de la cebada (Hordeum vulgare, L.), que incluye cualquier variedad,
mientras que parte de una planta de cebada puede ser cualquier parte de una planta de cebada, por ejemplo,
cualquier tejido o células.

Una planta de “cereal”, tal como se define en el presente documento, es un miembro de la familia de plantas
Graminae, cultivada principalmente por sus semillas con contenido de almidén. Las plantas de cereal incluyen, pero
sin limitacion, cebada (Hordeum), trigo (Triticum), arroz (Oryza), maiz (Zea), centeno (Secale), avena (Oat), sorgo
(Sorghum) y tritical, un hibrido de centeno vy trigo.

La sigla “DMSP” tal como se usa en el presente documento, es una abreviacion del precursor de DMS o potencial de
DMS, es decir, las moléculas que pueden convertirse en DMS durante la produccién de bebidas. SMM representa la
mayor parte de, si no todo, el DMSP. El nivel de DMSP se define en el presente documento como la cantidad de
DMS que puede generarse a partir de DMSP en el material vegetal o producto del mismo al hacer hervir en
condiciones alcalinas durante 1 h. Tal como se define en el presente documento, 1 ppmm de DMSP puede
convertirse en 1 ppmm de DMS.

Las palabras “codificante” “codificada” o “se codifica” en el contexto de un acido nucleico se refieren a que
comprende la informacién para la traduccién en la proteina especificada. Un acido nucleico que codifica una proteina
puede comprender secuencias no traducidas (por ejemplo, intrones) dentro de regiones traducidas del acido nucleico
o puede carecer de dichas secuencias intermedias no traducidas (por ejemplo, en ADNc). La informacion mediante
la cual se codifica una proteina esta especificada por el uso de los codones.

Tal como se usa en el presente documento, “expresion” en el contexto de los acidos nucleicos se entendera como la
transcripcion y acumulacion de ARNm sentido o ARN antisentido que procede de un fragmento del acido nucleico.
La palabra “expresion” empleada en el contexto de las proteinas se refiere a la traducciéon del ARNm en un
polipéptido.

El término “gen” significa el segmento de ADN involucrado en la produccion de una cadena de polipéptido; que
incluye regiones que preceden y siguen a la regiéon codificante (promotor y terminador). Asimismo, los genes
vegetales son discontinuos con las proteinas codificadas por ellos, al consistir en exones interrumpidos por intrones.
Después de la transcripcion en ARN, se extraen los intrones mediante corte y empalme para generar un ARN
mensajero maduro (ARNm). Los “sitios de corte y empalme” entre exones normalmente estan determinados por
secuencias consenso que actuan como sefales de corte y empalme para el proceso de corte y empalme, que
consiste en una eliminacién del intron a partir de la transcripcion primaria de ARN y una unién o fusion de los
extremos del ARN restante en cada uno de los lados del intron cortado.

El término “germinacion”, tal como se usa en el presente documento, significa el comienzo o reanudacion del
crecimiento de un grano de cebada en diversas composiciones, tales como el suelo normal como el que se
encuentra en la naturaleza. La germinacion también puede tener lugar en el suelo de macetas en camaras de
crecimiento y similares lugares o, por ejemplo, ocurrir sobre papel de filtro mojado colocado en placas de Petri
comunes para laboratorio o durante el malteado (por ejemplo, en tanques cisterna o cajas de germinacion de la
fabrica de malteado). En general se comprende que la germinacion incluye la hidratacion de los granos, el hinchado
de los granos y la induccion del crecimiento del embrion. Los factores medioambientales que afectan la germinacion
incluyen el nivel de humedad, la temperatura y el oxigeno. Se observa el desarrollo de la raiz y el brote.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aislado/a” significa que se extrae el material de su ambiente
original. Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido de origen natural presente en un organismo vivo no esta
aislado, aunque el mismo polinucledtido o polipéptido, separado de algunos o todos los materiales coexistentes en el
sistema natural, esta aislado. Dichos polinucleétidos podrian ser parte de un vector y/o dichos polinucleétidos o
polipéptidos podrian ser parte de una composicion y seguir estando aislados porque dicho vector o composicion no
es parte de su ambiente natural.

Se define que el término “grano” comprende la caridépside del cereal, también designada como semilla interna, la
lemma y la palea. En la mayoria de las variedades de la cebada, la lemma y la palea estan adheridas a la cariépside
y son parte del grano después del trillado. Sin embargo, también existen las variedades de cebada desnuda. En
éstas, la caridpside esta libre de la lemma y la palea y se trilla libremente como el trigo. Los términos “pepita” y
“grano” se utilizan de manera indistinta en el presente documento.
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“Desarrollo del grano” se refiere al periodo en el ciclo de vida de la cebada que comienza con la fertilizacion, en la
que se depositan las reservas metabdlicas, por ejemplo azlcares, oligosacaridos, almidén, fendlicos, aminoacidos y
proteinas, con y sin transporte vacuolar, hacia diversos tejidos del grano, por ejemplo endospermo, testa, aleurona y
escudete, que llevan al agrandamiento de la pepita, llenado del grano y que culmina con la maduracion y
deshidratacion del grano.

Las expresiones “pérdida total de MMT funcional” y “pérdida total de actividad de la MMT” hace referencia a la falta
de actividad enzimatica de la MMT, es decir, una planta de cebada sin actividad detectable de MMT cuando se utiliza
el ensayo descrito en el ejemplo 2 a continuacién, en el presente documento. Como alternativa, la actividad de la
MMT de una planta de cebada se determina mediante el aislamiento del ADNc de la MMT de dicha cebada y la
determinacion acerca de que la proteina codificante mediante dicho ADNc sea capaz de catalizar la transferencia de
un grupo metilo de SAM en Met, formando, por consiguiente, SMM.

La expresion “bebida de malta” hace referencia a las bebidas preparadas usando malta, opcionalmente en mezcla
con otros ingredientes, tales como mezclas de cebada malteada y sin maltear, preferentemente bebidas preparadas
con un método que incluya una etapa de incubacion de la malta con agua caliente. La bebida de malta puede ser,
por ejemplo, cerveza o maltina.

La expresion “bebida de malta fermentada” se refiere a una bebida de malta que ha sido fermentada, por ejemplo,
incubada con levadura.

La expresioén “actividad de la MMT” se refiere a la actividad enzimatica de la enzima metionina S-Metiltransferasa de
la cebada. En el contexto de la presente invencion, “actividad de la MMT” es la metilacion de la MMT catalizada en el
atomo de azufre de Met para obtener SMM. A pesar de que la enzima de la MMT puede ser capaz de catalizar otras
reacciones, con el fin de determinar la actividad de la MMT, de acuerdo con la presente invencion, se debera
considerar solamente la actividad formadora de la SMM. La FIG. 1B sefiala las reacciones bioquimicas en las cuales
Met se convierte en SMM mediante metilacion.

El “malteado” es una forma especial de germinacion de los granos de cebada que tiene lugar en condiciones
ambientales controladas en, pero sin limitacion, tanques cisterna y cajas de germinacion de la fabrica de malteado.
De acuerdo con el proceso de la presente invencion, el malteado comienza su proceso durante y/o después de que
haberse remojado los granos de cebada. El proceso del malteado puede detenerse al secar las pepitas de cebada,
por ejemplo, en un proceso de secado al horno. En caso de que la malta no se haya secado al horno, se la
denomina “malta verde”. Se entiende como que una composiciéon de malta preparada a partir de cebada con MMT
nula comprende malta con MMT nula, tal como malta pura con MMT nula o cualquier mezcla de malta que
comprenda malta con MMT nula. La malta puede procesarse, por ejemplo, mediante molienda, en cuyo caso
también puede denominarse “malta molida” o “harina”.

La “maceracion” es la incubacion de la malta molida en agua. La maceracion se lleva a cabo, preferentemente, a una
temperatura especifica y en un volumen de agua especifico para permitir la despolimerizacion enzimatica deseada
de los sustratos. La temperatura y el volumen de agua es importante, ya que esto afecta el indice de disminucién de
la actividad enzimatica derivada de la malta y, por lo tanto, la cantidad de hidrdlisis, especialmente de almidén, que
puede tener lugar. La accion de la proteasa también puede ser importante. Puede tener lugar la maceracion en
presencia de complementos, entendiéndose que comprenden cualquier fuente de carbohidrato que no sea malta,
tales como, pero sin limitacion, cebada (incluso la cebada con MMT nula) o maiz o arroz ya sea como grano integral
o productos procesados como salvado o almiddn, todos ellos empleados principalmente como fuente adicional de
extractos (normalmente los jarabes se dosifican durante la ebullicion del mosto). Los requisitos para el
procesamiento del complemento en las fabricas de cerveza dependen del estado y del tipo de complemento utilizado
y en particular de las temperaturas de gelatinizacion y licuefaccion del almidon. Si la temperatura de gelatinizacion
es superior a la temperatura normal de la sacarificacion de la malta, entonces el almidén se gelatiniza y licua antes
de agregarse a la mezcla de granos molidos.

Cuando una mutacién dada se fija como una caracteristica genética homocigota, por ejemplo en la generacion 2M3,
la planta de cebada correspondiente se denomina, en el presente documento y de manera indistinta, “mutante” o
“linea mutada” o “linea”.

Las “mutaciones” incluyen eliminaciones, inserciones, sustituciones, transversiones y mutaciones puntuales en las
regiones codificantes y no codificantes de un gen, en las cuales la regidon no codificante preferentemente es una
region promotora o son intrones. Las eliminaciones pueden ser de todo el gen o solamente de una porcién del gen.
Las mutaciones puntuales conciernen a cambios de una base o de un par de bases y pueden dar como resultado
codones de terminacién, mutaciones por cambio del marco de lectura o sustituciones de aminoacidos. Las
mutaciones somaticas son aquellas que suceden solamente en ciertas células o tejidos de la planta y no se heredan
a la siguiente generacion. Las mutaciones de linea germinal pueden encontrarse en cualquier célula de la planta y se
heredan. Con referencia a la FIG. 7, que presenta una indicacién de como pueden propagarse granos de cebada
mutada en un programa de fitomejoramiento, los granos de M3, y los granos directamente propagados de los
mismos o de cualquier generacion posterior, incluyendo las plantas de los mismos, pueden denominarse “mutantes
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en bruto”. Ademas, aun en referencia a la FIG. 7 en el presente documento, “linea de fitomejoramiento” se refiere a
granos de la generacion M4 y cualquier generacion posterior, incluyendo las plantas de la misma, que pueden ser el
resultado del cruce con una planta de cultivo o el resultado del cruce con otra linea de fitomejoramiento con un rasgo
especifico separado.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “con MMT nula” se refiere a una pérdida total de enzima
funcional metionina S-metil transferasa. Por lo tanto, una “planta de cebada con MMT nula” es una planta de cebada
que comprende una mutacion en el gen codificante de la MMT que da como resultado una pérdida total de la MMT
funcional. De manera similar, los “granos con MMT nula” son granos que comprenden una mutacién en el gen
codificante de la MMT, que da como resultado una pérdida total de la MMT funcional y asi sucesivamente.

La expresion “partes de la planta de cebada”, por ejemplo, comprendida dentro del significado de la frase “planta de
cebada o una parte de la misma”, incluye las células de la planta de cebada, los protoplastos de la planta de cebada,
cultivo de tejido celular vegetal a partir del cual se pueden regenerar plantas de cebada, callos de la planta de
cebada y células de la planta de cebada que estan intactas en las plantas o partes mas grandes de las plantas de
cebada, tales como embridn, polen, dvulos, flores, granos, hojas, raices, puntas de la raiz, anteras o cualquier parte
de una planta.

La “PCR’ o “reaccion en cadena de la polimerasa” es muy conocida por aquellos expertos en la técnica como una
técnica empleada para la amplificacion de segmentos especificos de ADN (Patentes de Estados Unidos n.°
4.683.195 y 4.800.159 de Mullis, K.B. et al.,). También la reaccién en cadena de la polimerasa de transcripcion
inversa (RT)-PCR es muy conocida para aquellos entendidos en la técnica. El llevar a cabo una RT-PCR en una
muestra bioldgica tiene por objeto detectar los ARNm expresados para un gen particular. En relacion a la MMT, la
RT-PCR en general incluye obtener una muestra que se sospecha que contiene ARNm para MMT, mediante la
realizacién de una RT-PCR en la muestra con una transcriptasa inversa, una polimerasa y un par de cebadores
especificos, para amplificar el ARN, si esta presente y detectar el producto de la amplificacion como una indicacion
de la presencia del ARN codificante de la MMT en la muestra. Los cebadores trabajan por parejas: “cebador directo”
(o “cebador de hebra superior”) y “cebador inverso” (o “cebador de hebra inferior”). En el presente documento, las
secuencias del cebador se proporcionan en direccion 5 a 3.

Por la expresion “producto vegetal” se entiende un producto resultante del procesamiento de una planta o porcion de
una planta. Por ejemplo, dicho producto vegetal puede ser malta, mosto, una bebida fermentada o no fermentada, un
alimento o un producto alimenticio.

Un “panel de especialistas catadores de cerveza” dentro del significado de la presente solicitud es un panel de
especialistas extensamente entrenados en la cata y descripcion de sabores de la cerveza, con especial atencion en
ésteres, alcoholes superiores, acidos grasos, componentes de azufre y el cuerpo. A pesar de que existe una serie de
herramientas analiticas para evaluar los componentes del sabor, es dificil de evaluar analiticamente el significado
relativo de los componentes activos del sabor. Sin embargo, dichas propiedades del complejo pueden evaluarse por
los especialistas catadores. Su continuo entrenamiento incluye la cata y evaluacion de muestras de cerveza
estandar a las que se le adicionaron concentraciones especificas de componentes de la cerveza, por ejemplo,
acetato de isoamilo, acetato de etilo, hexanoato de etilo e alcohol isoamilico.

Con la expresion “sitio de corte y empalme” se hace referencia a los limites entre exones e intrones de un gen. Por lo
tanto, un sitio de corte y empalme puede ser el borde que va de exén a intrén, también denominado “sitio dador”, o el
borde que separa intrén de exén, también llamado “sitio aceptor”. Normalmente, un sitio de corte y empalme en las
plantas comprende secuencias consenso. El extremo 5° de un intrén, en general, consiste en un dinucleétido GT
conservado (GU en el ARNm) y el extremo 3" de un intrén, usualmente consiste en un dinucledtido AG conservado.
El sitio de corte y empalme 5° de un intrén comprende, de ese modo, el extremo 5” de un intron y el sitio de corte y
empalme 3" comprende el extremo 3" de un intron. Preferentemente, dentro del contexto de la presente invencion, el
sitio de corte y empalme de un intrén es cualquiera de estos dos:

(i) el sitio de corte y empalme 5 que consiste en el dinucledtido mas proximo al 5° del intrén, el cual en general
es GT; o

(ii) el sitio de corte y empalme 3" que consiste en el dinucleétido mas proximo al 3" del intrén, el cual —en
general— es AG.

Los “sitios de corte y empalme ocultos” no se reconocen en condiciones normales y en consecuencia normalmente
no causan corte y empalme. Sin embargo, en las transcripciones que portan mutaciones puntuales dentro de
elementos naturales, dichos sitios pueden activarse para eventos de corte y empalme.

El “cultivo de tejido” indica una composicion que comprende células aisladas del mismo o diferente tipo o una

coleccion de dichas células organizadas en partes de una planta, por ejemplo, protoplastos, callos, embrién, polen,
anteras y similares.
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La “cebada de tipo silvestre”, Hordeum vulgare ssp. spontaneum, es considerada la madre de las formas cultivadas
de cebada de la actualidad. Se piensa que la transicién de la cebada de un estado de tipo silvestre a un estado
cultivado ha coincidido con la domesticacién de la planta en “variedades locales de la cebada”. Estas estan
genéticamente mas estrechamente relacionadas con las modernas variedades cultivadas que la cebada de tipo
silvestre.

La expresion cebada de “tipo de tipo silvestre” se refiere a una planta de cebada generada convencionalmente;
preferentemente, la expresion se refiere a la planta de cebada a partir de la cual han derivado las plantas de cebada
de la presente invencion, es decir, las plantas madres. Los granos de cebada de tipo de tipo silvestre en general
estan disponibles a través de, por ejemplo, empresas de semillas en forma de “variedades de cultivo”
(frecuentemente abreviado “vc.”), es decir, aquellos granos genéticamente similares que aparecen en las listas de
las organizaciones nacionales de fitomejoramiento. Los términos “variedad cultivada” y “variedad” se emplean de
manera indistinta en el presente documento.

Con el término “mosto” se denomina a un extracto liquido de malta, por ejemplo, malta molida o malta verde o malta
verde molida. Ademas de dicha malta, el extracto liquido puede prepararse a partir de malta y componentes
adicionales, tal como material que contiene almidén adicional convertido en parte en azucares fermentables. El
mosto, en general, se obtiene por maceracion, opcionalmente seguida de “lavado de bagazo”, es decir, el proceso
de extraccion de azucares residuales y otros compuestos del grano de desecho después de mezclar los granos
molidos con agua caliente. El lavado de bagazo, normalmente, se lleva a cabo en un tanque de filtrado, un filtro para
mezcla de granos molidos u otro aparato que permita la separacion del liquido extraido del grano de desecho. El
mosto obtenido después de la maceracion, en general, se denomina “primer mosto”, mientras que el mosto obtenido
después del lavado de bagazo, en general, se denomina “segundo mosto”. En caso de no especificarse, el término
mosto puede referirse al primer mosto, al segundo mosto o a una combinacion de ambos. Durante la produccion de
cerveza, el mosto en general se somete a ebullicion junto con el lupulo. El mosto que no se somete a ebullicion con
ltpulo también puede denominarse “mosto dulce”, mientras que el mosto que se somete a ebullicidon con o sin ltpulo,
puede denominarse “mosto hervido”.

Planta de cebada

La cebada es una familia de plantas. La cebada de tipo silvestre, Hordeum vulgare ssp. spontaneum, se considera la
madre de las formas cultivadas de la cebada en la actualidad. La transicion de la cebada de un estado de tipo
silvestre a un estado cultivada se cree que ha coincidido con un cambio radical de frecuencia de alelo en numerosos
locus. Los granjeros seleccionaron positivamente alelos raros y nuevos eventos mutacionales, quienes rapidamente
establecieron los nuevos atributos de las poblaciones de la planta domesticada, denominada “variedades locales de
la cebada”. Estas estan genéticamente mas estrechamente relacionadas con las modernas variedades cultivadas
que la cebada de tipo silvestre. Hasta fines del siglo XIX, las variedades locales de la cebada existieron como
mezclas altamente heterogéneas de lineas endogamicas y segregados hibridos, inclusive pocas plantas derivadas
de cruzamiento aleatorio en generaciones anteriores. La mayoria de las variedades locales han sido desplazadas en
agriculturas avanzadas por variedades cultivadas de linea pura. Niveles intermedios o altos de diversidad genética
caracterizan las variedades locales restantes. Inicialmente, las variedades cultivadas de “cebada moderna”
representaron selecciones de variedades locales. Estas luego se derivaron de sucesivos ciclos de cruzas entre
lineas puras establecidas, tales como aquellas de origenes geograficos diversos. Eventualmente, el resultado fue un
marcado estrechamiento de la base genética en muchas, probablemente todas, las agriculturas avanzadas.
Comparadas con las variedades locales, las variedades cultivadas de cebada moderna tienen numerosas
propiedades mejoradas (Nevo, 1992; von Bothmer, 1992), por ejemplo, pero sin limitacion:

(i) granos cubiertos y desnudos;

(ii) latencia de la semilla;

(iii) resistencia a enfermedades;

(iv) tolerancia medioambiental (por ejemplo, a las sequias o al pH del suelo);
(v) proporciones de lisina y otros aminoacidos;

(vi) contenido de proteina;

(vii) contenido de nitrogeno;

(viii) composicién de carbohidratos;

(ix) composicion de hordeinas.

Dentro de la presente invencion, el término “cebada” comprende cualquier planta de cebada. Por lo tanto, la
invencion se refiere a cualquier planta de cebada que porta una mutacion en el gen codificante de la MMT, que da
como resultado una pérdida total de la MMT funcional.

Sin embargo, las plantas de cebada preferidas para su uso con la presente invencion son las modernas variedades
cultivadas de cebada o las lineas puras. La variedad cultivada de cebada que se utilizara con la presente invencion
puede seleccionarse, por ejemplo, entre el grupo que consiste en Sebastian, Celeste, Tangent, Lux, Prestige,
Saloon, Neruda, Harrington, Klages, Manley, Schooner, Stirling, Clipper, Franklin, Alexis, Blenheim, Ariel, Lenka,
Maresi, Steffi, Gimpel, Cheri, Krona, Camargue, Chariot, Derkado, Prisma, Union, Beka, Kym, Asahi 5, KOU A, Swan
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Hals, Kanto Nakate Gold, Hakata Num. 2, Kirin-choku Num. 1, Kanto variedad tardia Gold, Fuji Nijo, New Golden,
Satukio Nijo, Seijjo Num. 17, Akagi Nijjo, Azuma Golden, Amagi Nijpo, Nishino Gold, Misato golden, Haruna Nijo,
Scarlett, Quench, NFC Tipple y Jersey preferentemente del grupo que consiste en Haruna Nijo, Sebastian, Tangent,
Lux, Prestige, Saloon, Neruda, Power, Quench y NFC Tipple.

Por consiguiente, en una realizacién, dicha planta es una variedad cultivada de cebada moderna que porta una
mutacién en el gen codificante de la MMT, que da como resultado una pérdida total de la MMT funcional,
preferentemente una variedad cultivada seleccionada del grupo de variedades cultivadas de cebada descrito
anteriormente en el presente documento. En esta realizacion, por lo tanto, se prefiere que la planta de cebada no
sea una variedad local de cebada.

La planta de cebada puede estar en cualquier forma adecuada. Por ejemplo, la planta de cebada, de acuerdo con la
invencion puede ser una planta de cebada viable, una planta seca, una planta homogeneizada o un grano de
cebada molido. La planta puede ser una planta madura, un embrién, un grano germinado, un grano malteado, un
grano malteado molido o similar.

Las partes de las plantas de cebada pueden ser cualquier parte adecuada de la planta, tal como granos, embriones,
hojas, tallos, raices, flores o fracciones de los mismos. Una fraccion puede ser, por ejemplo, una seccion de un
grano, embridn, hoja, tallo, raiz o flor. Una parte de una planta de cebada puede también ser una fraccion de un
homogenato, una fraccidn de un extracto o una fraccion de una planta o grano de cebada molido.

En una realizacion, las partes de plantas de cebada pueden ser células de dicha planta de cebada, preferentemente
células viables que pueden propagarse in vitro, por ejemplo, en cultivos de célula o tejido. En particular, en una
realizacién, dichas células pueden ser células gue no son capaces de madurar en una planta de cebada completa,
es decir, células que no son un material reproductivo.

Pérdida de la enzima MMT funcional

La presente memoria descriptiva se refiere a productos vegetales, tales como bebidas preparadas a partir de plantas
de cebada o partes de las mismas, donde dichas plantas de cebada portan una mutacién en el gen de la MMT, lo
que da como resultado la pérdida de la enzima MMT funcional, por ejemplo pérdida de al menos 90 % de actividad
de la MMT, preferentemente al menos 97 %, mas preferentemente al menos 99 %, ain mas preferentemente al
menos 99,5 % de actividad de la MMT comparada con el correspondiente nivel en la cebada de tipo de tipo silvestre,
preferentemente comparada con cualquiera de las variedades cultivadas de cebada del tipo de tipo silvestre
descritas en el presente documento con anterioridad, mas preferentemente comparada con cebada de tipo de tipo
silvestre vc. Prestige. Lo mas preferentemente, dicha planta de cebada porta una mutacion en el gen codificante de
la MMT, lo que da como resultado una pérdida total de la funcién de la MMT.

La pérdida total de una enzima MMT funcional puede basarse en diferentes mecanismos. Por ejemplo, la pérdida
total de la enzima MMT funcional puede ser el resultado de una proteina con funcién anormal en dicha planta, es
decir, una enzima MMT con funcién anormal, tal como una proteina de MMT mutante sin actividad detectable. Por
ejemplo, la proteina de MMT del mutante puede ser una proteina truncada. La pérdida de actividad de la MMT puede
basarse, de manera similar, en diferentes mecanismos, por ejemplo, en la proteina de MMT con funcién anormal.

Preferentemente, la actividad de una proteina de MMT mutada se determina por su capacidad de catalizar la
transferencia de un grupo metilo de SAM en Met, formando, en consecuencia, SMM. Esto, por ejemplo, puede
abordarse de acuerdo con lo descrito en el ejemplo 4 que se encuentra a continuacion. Preferentemente, la
secuencia de aminoacido de una MMT mutada se obtiene al determinar la secuencia traducida del correspondiente
ADNCc de la cebada aislada. Esto puede llevarse a cabo, en esencia, de acuerdo con lo descrito en el ejemplo 8 que
se encuentra a continuacion. Como alternativa, la MMT mutada de una planta de cebada de la invencion se obtiene
por expresion heteréloga en un cultivo de células bacterianas, de acuerdo con lo descrito en el ejemplo 11 y en el
ejemplo 12 que se encuentran a continuacion, para luego verificar que la proteina recombinante es inactiva como
enzima MMT.

La pérdida total de la MMT funcional puede materializarse por la falta de proteina de MMT. La falta de proteina de
MMT conducira a la pérdida de la funcién de MMT. Por lo tanto, la planta de cebada puede comprender nada o
solamente muy poco de la proteina de MMT, preferentemente una cantidad no detectable de proteina de MMT. La
presencia o ausencia de proteina de MMT puede detectarse por cualquier medio adecuado conocido para una
persona experta en la técnica. Sin embargo, la/s proteina/s preferentemente se analiza/n mediante técnicas en las
cuales se detecta la proteina de MMT con anticuerpos especificos que reconocen la MMT. Dichas técnicas pueden
ser, por ejemplo, método de transferencia de Western o ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas y dichos
anticuerpos especificos pueden ser monoclonales o policlonales. Preferentemente, sin embargo, dichos anticuerpos
son policlonales que reconocen diferentes epitopes dentro de la proteina de MMT. Esto también puede detectarse
de manera indirecta, por ejemplo, con métodos para la determinacion de actividad de MMT. De este modo, en una
realizacion preferida de la invencion, se dice que una planta de cebada porta una mutacién en el gen codificante de
la MMT lo que en consecuencia causa una pérdida total de actividad de la MMT, cuando en dicha planta no es
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detectable la proteina de MMT. En particular, este es el caso cuando en dicha planta de cebada no es detectable
proteina de MMT con una masa aproximada de 120 kD, +10 %, preferentemente en pepitas de dicha planta de
cebada, de acuerdo con lo analizado por el método de transferencia de Western.

La pérdida total de MMT funcional también puede ser un resultado de nada o muy poca transcripcion de un ARNm
de la MMT, preferentemente nada de transcripcion de un ARNm de la MMT. El experto reconocera que la ausencia
de un transcrito de la MMT también dara como resultado la ausencia de la proteina MMT.

Preferentemente, sin embargo, la pérdida total de MMT funcional es un resultado de expresion de un transcrito de
MMT aberrante. Dicho transcrito puede estar causado, preferentemente, por un evento de corte y empalme
aberrante del transcrito primario, por ejemplo, debido a una mutacién en un sitio de corte y empalme. La expresion
de transcritos codificantes de MMT pueden detectarse, por ejemplo, con el método de transferencia de Northern o
con métodos de RT-PCR.

La pérdida total de MMT funcional en las plantas de cebada de la presente invenciéon esta causada por una o mas
mutaciones. De este modo, las plantas de cebada de la presente invencion, en general, portan al menos una
mutacion en el gen de la MMT. Dicha/s mutacién/es puede/n estar en regiones regulatorias, por ejemplo, dentro del
promotor o intrones o dicha/s mutacion/es puede/n estar en la region codificante de la proteina. De este modo, la
pérdida de MMT funcional también puede detectarse al analizar las mutaciones en el gen codificante de la MMT. Las
mutaciones en el gen codificante de la MMT pueden detectarse, por ejemplo, mediante secuenciacion de dicho gen,
para luego compararlo con la secuencia de tipo de tipo silvestre, preferentemente la secuencia de tipo de tipo
silvestre de vc. Prestige proporcionada en el presente documento como SEC ID NO: 3 o la de la vc. Sebastian (SEC
ID NO: 16). Preferentemente, después de identificar una mutacién, la pérdida de funcidon se confirma mediante
pruebas para conocer la actividad de la MMT, por ejemplo, de acuerdo con lo descrito en el ejemplo 2 o el ejemplo 4.

La expresion proteina de MMT, tiene la intencién de cubrir la proteina de MMT de extension completa de la cebada
de acuerdo con lo expresado en la SEC ID NO: 6 o un homoélogo funcional de la misma. En este contexto, un
homologo funcional es una proteina de MMT con el mismo nivel de actividad de la MMT, +25 %, que la proteina de
MMT de la cebada, de acuerdo con lo expresado en la SEC ID NO: 6, en la que la actividad de la MMT se determina
de acuerdo con lo descrito en el ejemplo 2 o el ejemplo 4 mencionado a continuacion.

La planta de cebada con pérdida de al menos 90 %, tal como 95 %, por ejemplo 99 %, tal como 99,5 % de actividad
de la MMT o con pérdida total de actividad de la MMT puede comprender una forma en parte funcional o
preferentemente una forma no funcional, una forma truncada de MMT, tal como una forma truncada N-terminal o una
forma truncada C-terminal. Una planta de cebada puede comprender mas de uno forma truncada de MMT, tal como
2 o por ejemplo 3 o tal como mas de 3 formas truncadas diferentes de MMT, las cuales pueden resultar de las
transcripciones ensambladas de manera aberrante. Dichas formas truncadas comprenden solamente un fragmento
N-terminal de la MMT. Ademas del fragmento N-terminal de la MMT de tipo de tipo silvestre, dichas formas
truncadas de la MMT pueden comprender secuencias C-terminal adicionales que no se encuentran en la MMT del
tipo de tipo silvestre. Dichas secuencias C-terminales adicionales pueden traducirse, por ejemplo, en secuencias,
tales como aquellas comprendidas en el ARNm mutante debido a corte y empalme aberrante. Preferentemente,
dichas formas truncadas de MMT comprenden a lo sumo los 500, mas preferentemente a lo sumo los 450, incluso
mas preferentemente a lo sumo los 400, todavia mas preferentemente a lo sumo los 350, incluso mas
preferentemente a lo sumo los 320, todavia mas preferentemente a lo sumo 311 o como maximo, 288 restos de
aminoacido N-terminal de la SEC ID NO: 6. Esto se da en particular en el caso cuando dicha planta de cebada tiene
una pérdida total de actividad de la MMT. Sin embargo, la MMT también puede comprender menos, tal como no mas
de 300, por ejemplo no mas de 250, tal como no mas de 200, por ejemplo a lo sumo los 150, por ejemplo no mas de
147 o no mas de 133 aminoacidos N-terminal de SEC ID NO: 6.

En una realizacion muy preferida, la forma truncada de la MMT puede consistir en 1 a 311 aminoacidos o 1 a 288
aminoacidos de SEC ID NO: 6 y opcionalmente secuencias adicionales C-terminal no presentes en la MMT de tipo
de tipo silvestre. Preferentemente, dichas secuencias adicionales C-terminales consisten en a lo sumo 50, mas
preferentemente a lo sumo en 30, incluso mas preferentemente a lo sumo en 10, todavia mas preferentemente a lo
sumo en 4 o como maximo, en 1 aminoacido. En una realizacién muy preferida, la forma truncada de la MMT puede
ser la proteina de acuerdo con la SEC ID NO: 11 o la SEC ID NO: 13 o la SEC ID NO: 15. Ninguna de las proteinas
de la SEC ID NO: 11 o de la SEC ID NO: 13 o de la SEC ID NO: 15 son enzimas de la MMT funcional.

En otra realizacién muy preferida, la forma truncada de la MMT puede consistir en 1 a 147 aminoacidos o en 1 a 133
aminoacidos, de la SEC ID NO: 18 y opcionalmente de secuencias adicionales C-terminal que no estan presentes en
la MMT del tipo de tipo silvestre. Preferentemente, dichas secuencias adicionales C-terminal consisten en a lo sumo
50, mas preferentemente a lo sumo 40, incluso mas preferentemente a lo sumo 39 o a lo sumo 33 0 como maximo,
30 aminoacidos. En una realizaciéon muy preferida, la forma truncada de la MMT puede ser la proteina de acuerdo
con la SEC ID NO: 22 o la SEC ID NO: 24 o la SEC ID NO: 26. Ninguna de las proteinas de la SEC ID NO: 22 o de
la SEC ID NO: 24 o de la SEC ID NO: 26 son enzimas de MMT funcionales.
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Las formas truncadas anteriormente mencionadas de la MMT pueden estar presentes, por ejemplo, en una planta de
cebada portadora de una mutacion en el gen codificante de la MMT, en la cual dicha mutacion introduce un codén de
terminacion prematura, lo que da como resultado un gen codificante de las formas truncadas anteriormente
mencionadas de la MMT.

En una realizacion preferida de la invencion, la planta de cebada comprende un gen que esta transcrito en el ARNm,
el cual comprende algunos, aunque no todos, los genes de la MMT del tipo de tipo silvestre ensamblados entre si sin
intervencion (la estructura intron-exén del gen de la MMT del tipo de tipo silvestre de la cebada aparece en la FIG.
9). En una realizacion, en consecuencia, se prefiere que el ARNm de la MMT de la planta de cebada, de acuerdo
con la invencién comprenda, a lo sumo los exones 1, 2, 3, 4 y 5 ensamblados juntos sin intervencion o, por ejemplo,
a lo sumo los exones 1y 2 ensamblados entre si sin intervencion. Ademas de dichos exones ensamblados entre si,
el ARNm de la MMT de la planta de cebada de acuerdo con la invencién, comprende secuencias adicionales
terminal 3" derivadas a partir de intrones y/o exones de tipo de tipo silvestre, en los cuales los intrones separen
secuencias de exones. En la FIG. 12 y la FIG. 16 se ilustran ejemplos preferidos de ARNm de la MMT aberrante de
plantas de cebada de acuerdo con la invencién y segun queda determinado por la RT-PCR y de conformidad con las
longitudes del fragmento en pb. Mas preferentemente, los ARNm aberrantes de las plantas de cebada, de acuerdo
con la invencion, son aquellos ilustrados en la FIG. 12, que comprenden, ademas los exones 1y 2 en el extremo 5” o
los ARNm ilustrados en la FIG. 16, que comprenden, ademas al exén 1 en el extremo 5°.

En una realizacion muy preferida de la presente invencion, la planta de cebada portadora de una mutacion en el gen
para la MMT comprende una mutacién en un sitio de corte y empalme dentro del gen de la MMT, el cual da como
resultado ARNm cortado y empalmado de manera aberrante. Mas preferentemente, dicha mutacion se posiciona en
un intrén del gen de la MMT, incluso mas preferentemente en el sitio de corte y empalme 5” de un intrén, tal como en
el sitio de corte y empalme 5" en el intrén 1 (el intron que separa los exones 1y 2), tal como en el sitio de corte y
empalme 5” en el intrén 2 (el intrdn que separa los exones 2 y 3), tal como en el sitio de corte y empalme 5" en el
intrén 3 (el intrédn que separa los exones 3 y 4), tal como en el sitio de corte y empalme 5 en el intrén 4 (el intrén que
separa los exones 4 y 5), tal como en el sitio de corte y empalme 5” en el intrén 5 (el intrén que separa los exones 5
y 6), tal como en el sitio de corte y empalme 5" en el intron 6 (el intron que separa los exones 6 y 7), lo mas
preferentemente en el sitio de corte y empalme 5" en el intron 2 o en el intrén 5.

Se prefiere que dicha mutacion sea una mutacion G—A de la base terminal 5" de los intrones anteriormente
mencionados. De este modo, una mutacion muy preferida es una mutaciéon G—A de la base terminal 5" del intrén 2 o
una mutacion G—A de la base mas préoxima al 5° del intrén 5.

La planta de cebada, de acuerdo con la invencién, puede prepararse con cualquier método adecuado conocido para
la persona entendida en la técnica, preferentemente con el método sefialado en el presente documento a
continuacion en la seccion “Preparacion de las plantas de cebada con una pérdida total de MMT funcional”.

En una realizacion, se prefiere que las plantas de cebada con pérdida total de actividad de la MMT, de acuerdo con
la presente invencion, tengan caracteristicas fisiologicas y de desarrollo del grano y de la planta comparables a la
cebada del tipo de tipo silvestre. Entonces, por lo tanto se prefiere que la planta de cebada con MMT nula sea similar
a la cebada de tipo de tipo silvestre con respecto a las caracteristicas importantes a nivel agricola, tales como la
altura de la planta, el numero de macollos por planta, comienzo de la floraciéon y/o nimero de granos por espiga.

En una realizacion muy preferida, el gen codificante de la MMT de la planta de cebada de acuerdo con la invencion
tiene la secuencia tal como se expone en la SEC ID NO: 8. De este modo, se prefiere que la planta de cebada de
acuerdo con la invencién porte una mutacion G—A de la base nim. 3076 de la SEC ID NO: 3 (en la que la SEC ID
NO: 3 es la secuencia genoémica del tipo de tipo silvestre para la MMT de la cebada, vc. Prestige).

Un ejemplo preferido de una planta de cebada que tiene una pérdida total de actividad de la MMT, es la planta de
cebada depositada el 13 de octubre de 2008 en la Colecciéon norteamericana de cultivos tipo (ATCC, American Type
Culture Collection), Depositario de patentes, 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110, Estados Unidos y
denominadas “Cebada, Hordeum vulgare; Linea 8063”. De este modo, la planta de cebada de la invencién puede ser
linea 8063 de cebada depositada en la ATCC el 13 de octubre de 2008 (Designacion de depdsito de patente de la
ATCC: PTA-9543) o cualquier otra planta de cebada de la progenie de la misma, en la que el gen codificante de la
MMT de la planta de cebada de acuerdo con la invencién, tiene la secuencia tal como se expone en la SEC ID NO:
8.

En una realizacion muy preferida, el gen codificante de la MMT de la planta de cebada de acuerdo con la invencion
tiene la secuencia tal como se expone en la SEC ID NO: 19. De este modo, se prefiere que la planta de cebada de
acuerdo con la invencién porte un mutacion G—A en la base num. 1462 de la SEC ID NO: 16 (en la que la SEC ID
NO: 16 es la secuencia gendmica del tipo de tipo silvestre para la MMT de la cebada, vc. Sebastian).
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Preparacion de las plantas de cebada con una pérdida total de MMT funcional

La planta de cebada con pérdida total de MMT funcional puede prepararse mediante cualquier método adecuado
conocido para el experto en la técnica. Preferentemente, la planta de cebada de la invencién se prepara mediante un
método que comprende las etapas de mutagenizar plantas de cebada, partes de las mismas, por ejemplo, granos
de cebada, para luego detectar y seleccionar plantas de cebada de individuos con pérdida total de actividad de la
MMT. De manera interesante, la presente invencion se refiere, en un aspecto, a un nuevo y muy eficiente método de
deteccion que permite la identificacion de dichas plantas de cebada.

Por consiguiente, la presente memoria descriptiva proporciona métodos de preparacion de una planta de cebada
que porte una mutacion en el gen de la MMT, el cual causa una pérdida total de actividad de la MMT. Dichos
métodos comprenden las etapas de:

(i) mutagenizar plantas de cebada y/o células de cebada y/o tejido de cebada y/o granos de cebada y/o
embriones de cebada, para obtener de este modo, la cebada de generacion MO; y

(i) propagar (por ejemplo, por fitomejoramiento) dichas plantas de cebada, granos y/o embriones mutagenizados
durante = 2 generaciones, para obtener de este modo plantas de cebada de la generacion Mx, en la que x es un
namero entero = 2; y

(iii) obtener una muestra de dichas plantas de cebada de Mx; y

(iv) determinar el nivel de SMM en dicha muestra; y

(v) seleccionar plantas en las cuales la muestra comprende menos de 10 ppmm de SMM, preferentemente
menos de 5 ppmm de SMM, mas preferentemente SMM no detectable; y

(vi) secuenciar al menos parte del gen de la MMT; y

(vii) seleccionar plantas que porten una mutacién en el gen de la MMT;

obteniendo de este modo una planta de cebada que porte una mutacion en el gen de la MMT que cause una pérdida
total de la MMT funcional.

El paso (i) enumerado anteriormente puede implicar mutagenizar el material vivo de la cebada seleccionado del
grupo que consisten en plantas de cebada, células de cebada, tejido de cebada, pepitas de cebada y embriones de
cebada, preferentemente seleccionados del grupo que consiste en plantas de cebada, pepitas de cebada y
embriones de cebada, mas preferentemente pepitas de cebada. La mutagénesis puede llevarse a cabo mediante
cualquier método adecuado. En una realizacion, la mutagénesis se lleva a cabo al incubar una planta de cebada o
una parte de ella, por ejemplo, granos de cebada o células individuales de cebada, con un agente mutagenizante.
Dichos agentes son conocidos para la persona entendida en la técnica y puede seleccionarse, por ejemplo, del
grupo que consiste en azida soédica (NaNs), etil-metano-sulfonato (EMS), azidaglicerol (AG), metilnitrosourea (MNU)
y hidrazida maleica (MH).

En otra realizacion, la mutagénesis se lleva a cabo mediante irradiacion, por ejemplo, con luz ultravioleta, una planta
de cebada o una parte de ella, tal como el grano. En realizaciones preferidas de la invencion, la mutagénesis se lleva
a cabo de acuerdo con cualquiera de los métodos sefalados en el presente documento a continuacién en la seccion
“Mutagénesis quimica”. Un ejemplo no limitante de un protocolo adecuado de mutagénesis se proporciona en el
ejemplo 1 de la patente de Estados Unidos n.° 7.420.105 de Breddam, K. et al., asi como también en el ejemplo 2 a
continuacioén en el presente documento.

Se prefiere que la mutagénesis se lleve a cabo de una manera tal que la frecuencia esperada de los mutantes
deseados sea al menos de 0,5, tal como en el intervalo comprendido entre 0,5 y 5, por ejemplo en el intervalo que
varia entre 0,9 y 2,3 por 10.000 granos, cuando se detecta cebada de generacion M3.

En una realizacion preferida, los granos de cebada estan mutagenizados. Estos se denominan la generacion MO
(véase también la FIG. 7).

Después de la mutagénesis, se seleccionan plantas de cebada o partes de ellas, sin actividad detectable de la MMT.
Preferentemente, la seleccion comprende obtener una muestra de una planta de cebada, preferentemente de una
planta de cebada germinada, incluso mas preferentemente de una planta de cebada, la cual ha germinado durante 4
dias. Se prefiere que la muestra sea de un coledptilo y/o de una hoja primaria, preferentemente de una hoja. De este
modo, la muestra puede, por ejemplo, estar comprendida en el intervalo que varia entre 1 cm y 3 cm de tejido foliar.

La muestra puede extraerse y analizarse siguiendo un protocolo de multiples pasos recientemente desarrollado, de
acuerdo con su descripcion en el presente documento, que involucra el sucesivo uso de diferentes disolventes y
materiales aglutinantes. En general, la muestra puede extraerse, por ejemplo con un disolvente o una mezcla de
disolventes, preferentemente agua y/o disolventes organicos. El disolvente organico puede ser, por ejemplo, un
alcohol, preferentemente metanol o el disolvente organico puede ser, por ejemplo, un haluro de alquilo,
preferentemente cloroformo. En una realizacion preferida, el disolvente es una mezcla de agua, metanol y
cloroformo. Dicha extraccion puede llevarse a cabo de manera favorable mientras se mezcla, por ejemplo, usando
una agitadora o una mezcladora. Puede agregarse un soporte soélido al disolvente/mezcla de muestra, por ejemplo,
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una perla, tal como una perla de vidrio.

En una realizacion preferida, la hoja de muestra anteriormente mencionada se obtiene de los granos de la
generacion Mx, en la que x es un numero entero = 2, preferentemente en el intervalo que varia entre 2 y 10, mas
preferentemente en el intervalo que oscila entre 3 y 8. En una realizacién muy preferida, el nivel de SMM se
determina en las plantas germinadas del grupo M3 o en muestras de las mismas (tales como hojas). En dicha
realizacion, se prefiere que los granos de cebada mutagenizados de la generacion MO crezcan para obtener plantas
de cebada, las cuales posteriormente se cruzan para obtener granos de la generacion M1. Se repite el
procedimiento hasta que estén disponibles los granos de la generacion M3 (véase la FIG. 7).

La determinacién del nivel de SMM esta preferentemente basada en el procedimiento novedoso descrito a
continuacion. De manera interesante este método permite detecciones de alto rendimiento, lo que hace posible la
identificacion de las plantas de cebada caracterizadas por una pérdida total de la MMT funcional.

En términos generales, el método preferentemente abarca que hacer reaccionar la muestra o preferentemente un
extracto de dicha muestra, preparada de acuerdo con lo descrito anteriormente, con un compuesto capaz de ligar
SMM. Se descubrio que el reactivo OPA (Sigma, nimero de catalogo P7914; véase la FIG. 2), que se encuentra a
continuacion denominado OPA, es particularmente Util para determinar los niveles de SMM. OPA reacciona, entre
otros, con SMM para formar la molécula denominada SMM-OPA (véase la FIG. 2). La reaccion (preferentemente)
incluye incubar OPA con un extracto de la muestra preparada de acuerdo con lo descrito anteriormente. Ademas, se
prefiere que el acido 3-mercapto-propidnico se agregue a la mezcla de la reaccion. Preferentemente, la mezcla se
mantiene a un pH alcalino, preferentemente en el intervalo de pH 8 a pH 11, mas preferentemente en el intervalo de
pH 9 a pH 11, incluso mas preferentemente en el intervalo de pH 9,5 a pH 10,5, tal como a pH 10. La incubacion
(preferentemente) se lleva a cabo a una temperatura en el intervalo de 0 °C a 10 °C, preferentemente en el intervalo
comprendido entre 1 °C y 8 °C, incluso mas preferentemente en el intervalo entre 2 °C y 6 °C, aun mas
preferentemente en el intervalo entre 3 °C y 5 °C, tal como a 4 °C. El tiempo de incubacion es preferentemente =10
min.

Basandose en la observacion de que SMM-OPA absorbe y emite luz de 340 nm y 450 nm, respectivamente, su
deteccion fue posible gracias al uso de espectroscopia de fluorescencia. El proceso inicial de deteccion involucra
preferentemente la separacion del extracto en una columna, preferentemente en una columna de 3y C18 Gemini, de
30 x 2 mm (Phenomenex, numero de catalogo 00A-4439-80; Phenomenex, 2006), seguida de deteccion de
fluorescencia con uso de un sistema de cromatografia liquida de alto rendimiento, preferentemente una
cromatografia liquida de muy alto rendimiento (sistema de UPLC, Waters), disefiada para identificar y medir el nivel
de fluorescencia de las moléculas que tienen excitacion a 340 nm y emision a 450 nm. Cuando se utiliza este
método, “SMM no detectable” significa la ausencia de compuestos detectables que se eluyen conjuntamente con
SMM. En este contexto, un pequefio “margen” en un pico del cromatograma se considera un pico artificial. Un
pequefio margen sobre el lado derecho del pico Asn/Ser, véase FIG. 3, no se considera, por lo tanto, que represente
un pico de SMM. De esta manera y a modo de ejemplo, los dos cromatogramas superiores, de acuerdo con lo que
aparece en la FIG. 3B se considera que representan “SMM no detectable”, mientras que el cromatograma inferior en
dicha figura representa la separaciéon de una muestra que comprende SMM.

La deteccion de SMM puede realizarse preferentemente tal como se describe en el ejemplo 2. Un método preferido
para seleccionar plantas de cebada de acuerdo con la invencidon se describe a continuacion en el ejemplo 2 entre
una planta de cebada en germinacion, incluso mas preferentemente entre una planta de cebada, la cual ha
germinado durante 4 d. Es destacable que el método de deteccidn anteriormente mencionado es particularmente util.
Ante todo, el método analitico es novedoso. Asimismo, es una ventaja significativa del método anteriormente
mencionado que se establece para la determinacion de niveles de SMM en plantas de cebada en germinacion, tales
como hojas de plantas de cebada en germinacién. EIl momento de la recogida de muestras de cebada en
germinacion hace de la preparacion una operacion inesperadamente limpia para la deteccion de SMM basandose en
la UPLC. Otras muestras, por ejemplo, las muestras de mosto de granos similares, de acuerdo con lo descrito
anteriormente, son muy complejas en su composicion y pueden, en general, no ser utilizadas en el método de
cromatografia mencionado para la determinacion de niveles de SMM.

Después de la identificacion de una planta de cebada que tiene menos de 10 ppmm de SMM, preferentemente SMM
no detectable, el gen correspondiente de la MMT o parte del mismo, normalmente se somete a secuenciacion para
determinar si la planta de cebada en cuestion puede clasificarse como poseedora de una mutacion en el gen de la
MMT. Luego se seleccionan las plantas de cebada caracterizadas por tener SMM no detectable y en las cuales una
0 mas bases del gen codificante de la MMT son diferentes en comparacion con la secuencia del tipo de tipo silvestre.
En este contexto, la secuencia del tipo de tipo silvestre es preferentemente la secuencia encontrada en la
correspondiente variedad cultivada de cebada del tipo de tipo silvestre, preferentemente la secuencia proporcionada
en el presente documento como la SEC ID NO: 3. Las mutaciones preferidas se han descrito anteriormente en el
presente documento.

También pueden propagarse los mutantes de cebada seleccionados y puede volver a detectarse el contenido de
SMM en las plantas de las generaciones posteriores. Después de la seleccion de plantas de cebada utiles, éstas
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pueden incluirse en los programas de fitomejoramiento con el uso de aquellos métodos convencionales que se
describen a continuacion, en la seccion “mejoramiento génico vegetal”.

Productos vegetales

En un aspecto, la presente memoria descriptiva se refiere a bebidas u otros productos vegetales con bajos niveles
de DMS, preparados a partir de plantas de cebada o partes de las mismas, que portan una mutacion en el gen para la
MMT, lo que origina una pérdida total de la funcién de la MMT. De manera interesante, dichos productos vegetales
en general comprenden niveles muy bajos de DMS y también preferentemente niveles muy bajos de DMSO. Sin
supeditarse a ninguna teoria, los solicitantes reconocen que la ausencia de SMM derivada de malta y cebada da
como resultado niveles muy bajos de DMS en bebidas y también en otros productos vegetales preparados a partir de
dicha cebada, caracterizados por la pérdida de una enzima MMT funcional. Los ejemplos de los productos vegetales
Utiles, tales como bebidas, preparados a partir de plantas de cebada, que tienen una pérdida total de actividad de la
MMT, se describen a continuacion en el presente documento.

Se prefiere que dichas bebidas o dichos productos vegetales, contengan:

(i) menos del 30 %, preferentemente menos del 20 %, mas preferentemente menos del 15 %, incluso mas
preferentemente menos del 10 % de DMS; y/o

(ii) menos del 30 %, preferentemente menos del 20%, mas preferentemente menos del 15 %, incluso mas
preferentemente menos del 10 %; tal como menos del 5 %; por ejemplo, menos del 2 % de SMM;

del contenido de DMS y SMM, respectivamente, de una bebida o producto vegetal similar, preparado a partir de
plantas de cebada de tipo silvestre.

Es incluso mas preferible que dichas bebidas o dichos productos vegetales, contengan:

(i) menos de 30 ppmm, preferentemente menos de 25 ppmm, mas preferentemente menos de 20 ppmm, incluso
mas preferentemente menos de 15 ppmm, aun mas preferentemente menos de 10 ppmm, incluso mas
preferentemente menos de 5 ppmm de DMS; ain mas preferentemente DMS no detectable; y/o
(ii) menos de 50 ppmm, preferentemente menos de 40 ppmm, mas preferentemente menos de 30 ppmm, incluso
mas preferentemente menos de 20 ppmm, aun mas preferentemente menos de 10 ppmm, incluso mas
preferentemente menos de 5 ppmm de DMS; incluso mas preferentemente SMM no detectable.

Ademas, se prefiere que el producto vegetal comprenda menos del 30 %, preferentemente menos del 20 %, mas
preferentemente menos del 15 %, aun mas preferentemente menos del 10 % del contenido de DMSO de una bebida
o producto vegetal similar preparado a partir de plantas de cebada de tipo silvestre.

En un aspecto, el producto vegetal puede ser granos de cebada que portan una mutaciéon que da como resultado
una pérdida total de MMT funcional. El producto vegetal también puede ser composiciones que comprenden dichos
granos y composiciones preparadas a partir de dichos granos, asi como otros productos vegetales preparados a
partir de dichos granos.

En un aspecto, el producto vegetal de acuerdo con la invencion es una composicion de malta preparada por malteado
de los granos de las plantas de cebada que portan una mutacién en el gen codificante de la MMT, lo que causa una
pérdida total de actividad de la MMT. Por el término “malteado” hace referencia a la germinacion de granos de cebada
remojados, que tiene lugar en condiciones ambientales controladas (por ejemplo, tal como se ilustra en la FIG. 8).

El malteado es un proceso de remojo y germinacion controlado, seguido de secado (preferentemente secado al
horno) del grano de cebada. Antes del secado, los granos de cebada remojados y germinados se denominan “malta
verde”, que también pueden ser un producto vegetal de acuerdo con la presente invencion. Esta secuencia de
eventos es importante para la sintesis de numerosas enzimas que causan la modificacion del grano en procesos
que sirven, principalmente, para despolimerizar las paredes celulares muertas del endospermo y movilizar los
nutrientes del grano. En el proceso de secado, se producen el sabor y el color (por ejemplo, color marrén) como
consecuencia de reacciones quimicas. Si bien el uso principal de la malta es para la produccién de bebidas, también
se puede utilizar en otros procesos industriales, por ejemplo, como una fuente enzimatica en la industria de
panificacién o como agentes saborizantes y colorantes en la industria alimentaria, tales como malta o como harina
de malta o indirectamente como jarabe de malta, etc.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a métodos para producir dicha composicién de malta. Los métodos
preferentemente comprenden las siguientes etapas:

(i) proporcionar granos de cebada de una planta de cebada que porta una mutacion en el gen codificante de la
MMT, lo que causa la pérdida total de la actividad de la MMT;

(i) remojar dichos granos;

(iii) germinar los granos remojados en condiciones predeterminadas;
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(iv) secar dichos granos germinados;

produciendo de esta manera una composicion de malta con un nivel bajo de SMM y/o DMS. Por ejemplo, la malta se
puede producir mediante cualquiera de los métodos descritos por Briggs et al., (1981) y Hough et al., (1982).

Sin embargo, también se puede usar cualquier otro método adecuado para producir malta con la presente invencion,
tales como métodos para producir maltas de especialidad, que incluyen, pero sin limitacién, métodos para tostar la
malta.

De manera interesante, el DMS es un compuesto un tanto volatil con un punto de ebullicion de 37°C a 38°C
(Imashuku, anteriormente citado) y durante la produccion de la malta, por ejemplo, durante el secado en horno, la
composicion por lo general se somete al calor, de tal forma que se evaporan cantidades sustanciales de DMS. No
obstante, durante el enfriamiento de una composicion de malta normal, se puede generar mas DMS a partir de los
precursores de DMS (DMSP). Una ventaja importante de la presente invencion es que se genera muy poco o nada,
de DMS en la composicion de malta (véase el ejemplo 6; FIG. 5A).

Se han descrito métodos para reducir la concentracién de DMS en la malta. Muchos de estos métodos se basan en
el tratamiento térmico de la malta. Dicho tratamiento térmico puede ser simplemente el calentamiento de la malta,
por ejemplo, durante el secado al horno, para volatilizar el DMS libre mediante la aplicacién de vapor. Por lo tanto, el
tratamiento al vapor de la malta puede reducir los niveles de DMS libre en la malta. Sin embargo, estos métodos
reducen principalmente el nivel de DMS libre en la malta, pero solo afecta al nivel de SMM en un menor grado. Tal
como se ha indicado anteriormente, se prefiere que los productos vegetales de la invencion, tales como
composiciones de malta comprendan bajos niveles tanto de DMS como de SMM. En una realizacién de la invencion,
las composiciones de malta de la invencion solo se han sometido a un tratamiento limitado que implica volatilizar y
eliminar el DMS libre mediante vapor o como alternativa no se han sometido a un tratamiento que implique volatilizar
y eliminar el DMS libre usando vapor durante el secado al horno.

En una realizacion, se prefiere que la malta de acuerdo con la invencion no se haya tratado con una sal de bromato,
tal como bromato de potasio o bromato de calcio.

La malta también se puede procesar, por ejemplo, por molienda y asi obtener la malta molida. Por lo tanto, el
producto vegetal de acuerdo con la invencidon puede ser cualquier clase de malta, tal como malta no procesada o
malta molida o harina de la misma. La malta molida y harina de la misma comprenden componentes quimicos de la
malta, incluyendo las células muertas que carecen de la capacidad de volver a germinar.

Las composiciones de malta de la invencion preferentemente comprenden como maximo 3, preferentemente como
maximo 2, mas preferentemente como maximo 1, incluso mas preferentemente como maximo 0,5; tal como un
maximo 0,2 ug/g de DMS libre. Ademas, se prefiere que las composiciones de malta de la invencion comprendan
preferentemente como maximo 2, preferentemente como maximo 1, mas preferentemente como maximo 0,5 ug/g de
SMM.

En un aspecto preferido, la invencién proporciona composiciones de malta que comprenden como maximo 200,
preferentemente como maximo 150, mas preferentemente como maximo 100, incluso mas preferentemente como
maximo 50, por ejemplo, como maximo 25 ppmm de DMS libre. Ademas, se prefiere que las composiciones de malta
de la invencién comprendan preferentemente como maximo 1000, preferentemente como maximo 500, mas
preferentemente como maximo 250, incluso mas preferentemente como maximo 100 ppmm, adn mas
preferentemente como maximo 50 ppmm de SMM. También se prefiere que las composiciones de malta de la
invencién comprendan como maximo 1000, preferentemente como maximo 500, mas preferentemente como maximo
100 ppmm, aun mas preferentemente como maximo 50 ppmm de DMSP.

En otro aspecto, la memoria descriptiva se refiere a composiciones de malta verde que comprenden como maximo
5000, mas preferentemente como maximo 2500, aun mas preferentemente como maximo 1000, incluso mas
preferentemente como maximo 500, aun mas preferentemente como maximo 250; por ejemplo, como maximo 150
ppmm de DMSP. También se prefiere que dichas composiciones de malta verde comprendan como maximo 200,
preferentemente como maximo 150, mas preferentemente como maximo 100, incluso mas preferentemente como
maximo 50; por ejemplo, como maximo 25 ppmm de DMS libre.

En otro aspecto, los productos vegetales son jarabes, tales como un jarabe de cebada o un jarabe de malta de
cebada. El producto vegetal también puede ser un extracto de cebada o de malta.

En otro aspecto, los productos vegetales son composiciones de mosto preparadas a partir de composiciones de
malta derivadas de granos de cebada que portan una mutacién en el gen para la MMT, lo que causa la pérdida total
de la actividad de la MMT (véase el ejemplo 6; FIG. 5B). Dichos mostos se pueden preparar a partir de Unicamente
granos con MMT nula o mezclas que comprenden también otros granos. La invencion también se refiere a
composiciones de mosto preparadas usando cebada con MMT nula o partes de la misma, solas 0 mezcladas con
otros componentes. Dichas composiciones de mosto pueden ser del primer mosto y/o segundo mosto y/u otros
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mostos. Las composiciones de mosto pueden ser mosto dulce, mosto hervido o una mezcla de los mismos. En
general, una composicion de mosto contiene un nivel alto de nitrégeno de amino y carbohidratos fermentables; estos
Ultimos son principalmente maltosa. En la FIG. 8, se ilustra el método comuln para la preparacion del mosto de la
malta. En general, se prepara el mosto incubando la malta con agua en un proceso de maceracion. Durante la
maceracion, la composicion de malta/agua se puede complementar con composiciones ricas en carbohidratos
adicionales, por ejemplo, complementos de cebada, maiz o arroz. Por lo general, se conoce que los complementos
de cereal no malteados contienen niveles muy bajos de enzimas, haciendo que sea necesaria la complementacion
con malta o enzimas exdgenas para la conversion del aztcar y/o la generacion del extracto, incluyendo la generacion
del nitrégeno de amino libre.

En una realizacion, el producto vegetal puede ser cebada sin maltear que, por ejemplo, puede ser Util como
complemento durante la maceracion.

En general, el primer paso en el proceso de produccién del mosto es la molienda de la malta, de manera tal que el
agua pueda acceder a las particulas de los granos en la fase de maceracion, lo que se puede considerar una
extension del proceso de malteado con despolimerizacidon enzimatica de los sustratos. Durante la maceracion, la
malta molida se incuba con un liquido, tal como agua. La temperatura de incubacion se mantiene constante
(maceracion isotérmica) o se aumenta gradualmente. En una realizacion preferida, la temperatura de maceracion
inicial no sobrepasa los 70°C, preferentemente, no supera los 69°C, por lo tanto, por ejemplo, la temperatura inicial de
maceracion puede encontrarse en el intervalo de 50°C a 69°C, tal como en el intervalo de 55°C a 69°C, por ejemplo,
en el intervalo de 55°C a 65°C. Si la temperatura inicial de maceracion es demasiado elevada, afectara a la actividad
enzimatica de la pasta y puede reducir o incluso suprimir las actividades enzimaticas deseables, que daran como
resultado una calidad alterada del mosto. En cualquier caso, las sustancias solubles producidas en el malteado y la
maceracion se liberan en dicha fraccion liquida. Una posterior filtracion posibilita la separacion del liquido del mosto y
las particulas solidas residuales; estas Ultimas son los granos ya procesados. Dicho mosto también podria ser
denominado “primer mosto”. Después de la filtracion, se puede obtener un “segundo mosto” al lavarlo con agua
caliente. Los ejemplos no limitantes de los procedimientos adecuados para la preparacion del mosto son descritos
por Briggs et al., (1981) y Hough et al., (1982).

Los primeros, segundos y otros mostos se pueden combinar y posteriormente, someterse a coccion. El mosto no
cocido, ya sea un primer mosto puro o un mosto combinado, también se puede denominar “mosto dulce”, mientras
que después de la ebullicion se puede denominar “mosto hervido”. Si el mosto se va a usar para la produccién de
cerveza, con frecuencia se agregan lupulos antes de la ebullicion.

La composicion del mosto también se puede preparar al incubar plantas de cebada con MMT nula o partes de la
misma, tales como plantas con MMT nula sin maltear o partes de las mismas, con una o mas enzimas adecuadas,
tales como composiciones enzimaticas o composiciones de mezcla enzimatica, por ejemplo Ultraflo o Cereflo
(Novozymes). La composicion de mosto también se puede preparar usando una mezcla de malta y plantas de cebada
sin maltear o partes de las mismas o solamente cebada sin maltear, afiadiendo opcionalmente una o mas enzimas
adecuadas durante dicha preparacion, en particular amilasas, glucanasas (preferentemente (1-4)- y/o (1-3,1-4)--
glucanasa) y/o xilanasa (tal como arabinoxilanasa) y/o proteasas o mezclas enzimaticas que comprenden una o mas
de las enzimas anteriormente mencionadas; por ejemplo, al agregar la mezcla enzimatica Ondea Pro (Novozymes).

La cebada de la presente invencion se puede agregar a una mezcla de granos molidos de malta y se puede usar
como complemento. Mas especificamente, la cebada de la invencidon se puede usar junto con la malta en cualquier
combinacién para la maceracién, con o sin enzimas externas para elaboraciéon de cerveza, tales como, pero sin
limitacion, las proporciones de cebada:malta = 100:0 o 75:25 o0 50:50 o 25:75.

En los métodos tradicionales de elaboracion de la cerveza, el mosto se somete a ebulliciéon durante largo tiempo, en
general en el intervalo comprendido entre 60 minutos y 120 minutos; entre otras razones, porque la ebullicion
extendida reduce la cantidad de DMS, que es volatil. No obstante, la ebullicion prolongada es indeseable por varias
otras razones; por ejemplo, porque la ebullicion prolongada requiere de un pronunciado suministro de energia.
Ademas, dicha ebullicion puede provocar la generacion de olores indeseables por aldehidos de Strecker. De
acuerdo con la presente invencion, el mosto con niveles bajos de DMS se puede producir a partir de la cebada con
MMT nula incluso sin ebullicion prolongada. Por lo tanto, el mosto de acuerdo con una realizacion preferible de la
invencion es cocido durante como maximo 45 minutos; incluso mas preferentemente durante como maximo 30
minutos; por ejemplo, durante como maximo 15 minutos. Es notable que, incluso si el mosto se somete a ebullicion
de manera prolongada, todavia se puede generar DMS a partir del DMSP con el paso del tiempo. De manera
interesante, el mosto de acuerdo con la presente invencidon mantiene un nivel bajo de DMS, que es sustancialmente
inferior al obtenido después de someter a ebullicion un mosto normal.

En una realizaciéon adiciona, se prefiere que el mosto no se someta a lavado con diéxido de carbono después de la
ebullicion del mosto y antes de la fermentacion.

Preferentemente, las composiciones de mosto de la invencion comprenden menos de 30 ppmm, preferentemente
menos de 25 ppmm, mas preferentemente menos de 20 ppmm, incluso mas preferentemente menos de 15 ppmm,
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aun mas preferentemente menos de 10 ppmm, incluso mas preferentemente menos de 5 ppmm de DMS, aun mas
preferentemente DMS no detectable; y/o menos de 50 ppmm, preferentemente menos de 40 ppmm, mas
preferentemente menos de 30 ppmm, incluso mas preferentemente menos de 20 ppmm, hasta mas
preferentemente menos de 10 ppmm, incluso mas preferentemente menos de 5 ppmm de SMM, incluso mas
preferentemente, SMM no detectable.

Los productos vegetales, o partes de los mismos, también pueden ser composiciones de alimentos, composiciones
alimenticias y composiciones de materias primas de fragancias que comprenden plantas de cebada que portan una
mutacion en el gen codificante de la MMT, lo que causa la pérdida total de la actividad de la MMT. Las
composiciones de alimentos pueden ser, por ejemplo, pero sin limitacion, granos de cebada malteados y sin maltear,
harinas de cebada, pan, gachas, mezclas de cereales que comprenden cebada, productos para la salud, tales como
bebidas que comprenden cebada, jarabes de cebada y composiciones de cebada en copos, cebada molida o
cebada extrudida. Las composiciones alimenticias incluyen, por ejemplo, composiciones que comprenden granos de
cebada y/o harinas. Las composiciones de materias primas de fragancias se describen en el presente documento, a
continuacion.

La memoria descriptiva también se refiere a mezclas de los productos vegetales descritos en el presente documento.
Por ejemplo, en un aspecto, la invencion se refiere a una composicion preparada mediante una mezcla de:

(i) una composicién que comprende una planta de cebada o una parte de la misma, que porta una mutacion en el
gen codificante de la MMT, lo que causa la pérdida total de la actividad de la MMT y
(i) una composicién de malta preparada a partir de granos con MMT nula.

La presente invencion se refiere a bebidas, mas preferentemente a bebidas derivadas de malta, ain mas
preferentemente a bebidas alcohdlicas, tales como cerveza que contiene bajos niveles de DMS y SMM, en las que
dichas bebidas se preparan usando cebada con MMT nula o partes de la misma.

Por lo tanto, la invencidon se refiere a bebidas, mas preferentemente a bebidas derivadas de malta, ain mas
preferentemente a bebidas alcohdlicas, tales como cerveza, conteniendo dichas bebidas:

(i) menos de 20 ppmm, mas preferentemente menos de 15 ppmm, aun mas preferentemente menos de 10
ppmm, incluso mas preferentemente menos de 5 ppmm, ain mas preferentemente DSM no detectable; y

(ii) menos de 20 ppmm, aun mas preferentemente menos de 10 ppmm, incluso mas preferentemente menos de 5
ppmm, incluso mas preferentemente SMM no detectable.

Se prefiere que la bebida se prepare mediante fermentaciéon de la cebada con MMT nula o partes de la misma o
extractos de la misma, por ejemplo, por fermentaciéon del mosto obtenido al usar malta producida de la cebada con
MMT nula, en forma individual o en combinacién con otros ingredientes.

Sin embargo, en otras realizaciones, la bebida es una bebida no fermentada, por ejemplo mosto, preferentemente
mosto preparado a partir de malta con MMT nula. También queda comprendido dentro del alcance de la presente
invencion que dicha bebida pueda prepararse a partir de plantas de cebada sin maltear o partes de las mismas,
preferentemente de plantas de cebada con MMT nula sin maltear o partes de las mismas.

La bebida puede ser una bebida sin alcohol, tal como cerveza sin alcohol u otras bebidas, tales como de bebidas de
malta sin alcohol, tales como maltina.

Preferentemente, no obstante, dicha bebida se prepara a partir de una composiciéon de malta que comprende granos
de cebada con MMT nula. Mas preferentemente, dicha bebida es cerveza. Esta puede ser cualquier clase de
cerveza conocida para la persona entendida en la técnica. En una realizacion, la cerveza es, por ejemplo, una
cerveza tipo lager. La cerveza se elabora preferentemente usando una composicion de malta que comprende
cebada germinada con MMT nula. No obstante, la composicion de malta también puede comprender otros
componentes, por ejemplo, otros cereales germinados o no germinados, tales como cebada, trigo y/o centeno de
tipo silvestre o materias primas no germinadas que comprenden azucares o composiciones derivadas de las
materias primas malteadas o sin maltear, incluyendo composiciones de jarabe.

Por lo general, se cree que el DMS se puede obtener con el tiempo a partir del DMSP que incluye SMM. Por lo tanto,
incluso si inicialmente hay poco o nada de DMS en una bebida, entonces el DMS se puede acumular con el tiempo.
Sin embargo, es un objeto de la presente invencion proporcionar bebidas que contengan poco o nada, de DMS,
incluso después del almacenamiento.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencion es proporcionar bebidas derivadas de plantas de cebada, tales
como cerveza, que contienen menos de 30 ppmm, preferentemente menos de 25 ppmm, mas preferentemente
menos de 20 ppmm, incluso mas preferentemente menos de 15 ppmm, aun mas preferentemente menos de 10
ppmm, incluso mas preferentemente menos de 5 ppmm de DSM, alun mas preferentemente DSM no detectable,
después del almacenamiento durante al menos 1 semana, preferentemente al menos 2 semanas, mas
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preferentemente al menos 3 semanas, incluso mas preferentemente durante al menos 4 semanas, tal como en el
intervalo de 1 mes a 3 meses, por ejemplo en el intervalo de 3 meses a 6 meses, tal como en el intervalo de 6 meses
a 12 meses, por ejemplo, durante mas de un afio. El almacenamiento se realiza a una temperatura en el intervalo de 5
°C a 40 °C, tal como en el intervalo de 15 °C a 40 °C.

Ademas, se prefiere que las bebidas de acuerdo con la invencion se caractericen por tener propiedades de sabor
superiores. En particular, se prefiere que las bebidas de acuerdo con la invenciéon se caractericen por ser mas
aromaticas y fragantes que una correspondiente cerveza “normal” (véase el ejemplo 7; FIG. 6). Sin supeditarse a
ninguna teoria, la presente invencién proporciona la teoria de que los niveles bajos o incluso la ausencia de DMS y
SMM causan la percepcion mejorada de los sabores aromaticos y fragantes.

Preferentemente, los sabores aromaticos y fragantes son determinados por un panel de catadores profesionales. En
las realizaciones donde la bebida es cerveza, el panel de evaluacion consiste preferentemente en catadores
profesionales de cerveza. En la presente, también se hace referencia al “panel de catadores profesionales de
cerveza” como a un “panel de catadores capacitados” o un “panel de especialistas catadores de cerveza”. Si bien
existe el conocimiento de que el DMS, per se, tiene un profundo efecto sobre las propiedades del sabor de la
cerveza, algunos paneles de catadores pueden mostrar una tendencia a generar evaluaciones imprecisas en cuanto
a los sabores azufrados de multiples aspectos. La razén es simplemente que los panelistas no estan
apropiadamente “calibrados” como consecuencia de las diferencias en la percepcion del sabor. Este obstaculo
complejo se resolvid, tal como se describe en el presente documento, al establecer un panel de especialistas
plenamente capacitados de al menos 9 catadores de cerveza, entrenados para evaluar con criterio las propiedades
del sabor de los ésteres, alcoholes superiores y componentes de azufre y el cuerpo de la cerveza.

El panel catador deberia estar compuesto por al menos 9 personas, preferentemente en el intervalo de 9 a 20
personas, tal como de 9 a 12 personas, por ejemplo, de 10 personas. Cada miembro del panel catador deberia tener
preferentemente una capacitacion exhaustiva, en particular, cada miembro deberia estar capacitado para evaluar las
propiedades del sabor de los ésteres, alcoholes superiores y componentes de azufre y el cuerpo de la cerveza. Cada
miembro del panel catador puede entonces evaluar las diferentes notas de sabor en una escala de 0 a 5. Las
caracteristicas del sabor se seleccionan preferentemente del grupo que consiste de intensidad amarga, calidad
amarga, cuerpo, equilibrio, frescura, capacidad para ser bebible, de caracter aromatico, sabor afrutado, de caracter
alcohdlico/solvente, de caracter floral, de caracter lupuloso, de caracter resinoso, de caracter maltoso, de caracter
basado en el grano, de caracter acaramelado, de caracter quemado, de caracter fendlico, de caracter azufrado,
acidez y dulzor.

Usando la metodologia mencionada con anterioridad, se prefiere que las bebidas de la invenciéon brinden una
clasificacion superior para al menos una, preferentemente al menos dos, incluso mas preferentemente para al menos
3, hasta mas preferentemente para al menos 4, incluso mas preferentemente para todas las propiedades
aromaticas/fragantes seleccionadas del grupo que consiste en aromaticas, afrutado, alcohdlicas/disolventes, florales
y lupuloso, en comparacion con una bebida con contenido similar de etanol y preparada a partir de una cebada de
tipo silvestre, preferentemente de la vc. Power, cuando los perfiles del éster/alcohol de ambas bebidas se ajustan
para ser similares y las bebidas se preparan de la misma manera.

Ademas, usando la metodologia mencionada con anterioridad, se prefiere que las bebidas de la invencion tengan
una clasificacién superior para al menos una, preferentemente al menos dos, incluso mas preferentemente para las
tres propiedades generales seleccionadas del grupo que consisten en equilibrio, frescura y capacidad para ser
bebible, en comparaciéon con una bebida con un contenido similar de etanol y preparada a partir de una cebada de
tipo silvestre, preferentemente de la vc. Power, cuando los perfiles éster/alcohol de ambas bebidas se ajustan para
ser similares.

Usando la metodologia mencionada con anterioridad, se prefiere que las bebidas de la invencién tengan un valor de
clasificacion de al menos 0,1, mas preferentemente al menos 0,2 superior para la frescura y/o sabor afrutado en
comparacion con una bebida con un contenido similar de etanol y preparada a partir de una cebada de tipo silvestre,
preferentemente de la vc. Power, cuando los perfiles éster/alcohol de ambas bebidas se ajustan para ser similares.

En el contexto de la presente solicitud, el perfil éster/alcohol se considera similar cuando los 12 compuestos
mencionados en la Tabla 1 se ajustan a niveles similares (véase también el ejemplo 7); es decir, las bebidas
contienen la misma cantidad +20% de los 12 compuestos mencionados en la Tabla 1. El contenido de etanol se
considera similar si es el mismo £20%, preferentemente el mismo £10%.

Por lo tanto, se prefiere que las bebidas de la invencion, si se ajustan a un contenido de los siguientes 12 compuestos
de (véase listado de la Tabla 1 y ejemplo 7):

(i) Acetaldehido 1,20 ppm +20%;
(i)  Etilformiatio 0,24 ppm +20%;
(iii) Etilacetato23,40 ppm +20%;
(iv) Isobutilacetato0,05 ppm £20%;
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(v) 1-Propanol 13,80 ppm +20%;
(vi) Isobutanol 9,60 ppm £20%;

(vii) Isoamilacetato3,43 ppm £20%;
(viii) 1-Butanol 0,23 ppm £20%;

(ix) Isoamilalcohol52,00 ppm +20%;
(x) Etilhexanoato0,13 ppm £20%;
(xi) n-Hexilacetato0,01 ppm +20%;
(xii) Etiloctanoato0,33 ppm £20%,

se caractericen por tener un valor de clasificacion de al menos 1, preferentemente de al menos 2, mas
preferentemente de al menos 3, incluso mas preferentemente de al menos 4, hasta mas preferentemente de al
menos 5, incluso mas preferentemente todas de las siguientes propiedades (cuando se determinan tal como se
describe en el ejemplo 7):

(i) “equilibrada” (clasificacion de al menos 2,5; preferentemente, al menos 2,7);

(i) “fresca” (clasificacion de al menos 2,5; preferentemente, de al menos 2,7; mas preferentemente, de al menos
2,9; aun mas preferentemente de al menos 3,1);

(iii) “bebible” (clasificacion de al menos 2,5; preferentemente, de al menos 2,7; mas preferentemente, de al
menos 2,9; aun mas preferentemente, de al menos 3,0);

(iv) “aromatica” (clasificacion de al menos 2,5; preferentemente, de al menos 2,7; mas preferentemente, de al
menos 2,9);

(v) “afrutado” (clasificacion de al menos 2,5; preferentemente, de al menos 2,7; mas preferentemente, de al
menos 2,9; aun mas preferentemente, de al menos 3,0);

(vi) “alcohdlica/solvente” (clasificacion de al menos 1,5);

(vii) “floral” (clasificacion de al menos 1,7; preferentemente, de al menos 1,9);

(viii) “lupuloso” (clasificacion de al menos 1,8);

mas preferentemente, las siguientes propiedades (cuando se determinan tal como se describié en el ejemplo 7):

(i) “fresca” (clasificacion de al menos 2,5; preferentemente, de al menos 2,7; mas preferentemente, de al menos
2,9; aun mas preferentemente, de al menos 3,1);

(i) “bebible” (clasificacion de al menos 2,5; preferentemente, de al menos 2,7; mas preferentemente, de al menos
2,9; aun mas preferentemente, de al menos 3,0);

(iii) “aromatica” (clasificacion de al menos 2,5; preferentemente, de al menos 2,7; mas preferentemente, de al
menos 2,9);

(iv) “afrutado” (clasificacion de al menos 2,5; preferentemente, al menos 2,7; mas preferentemente, de al menos
2,9; aun mas preferentemente, de al menos 3,0).

Por lo tanto, se prefiere que la bebida de acuerdo con la invencion tenga:

(i) una clasificacion para “fresca” de al menos 2,5 en una escala de 0 a 5 cuando la evalta un panel de catadores
profesionales y/o

(ii) una clasificacion para “bebible” de al menos 2,5 en una escala de 0 a 5 cuando la evalta un panel de
catadores profesionales y/o

(iii) una clasificacion para “aromatica” de al menos 2,5 en una escala de 0 a 5 cuando la evalGa un panel de
catadores profesionales y/o

(iv) una clasificacion para su “sabor afrutado” clasificacion de al menos 2,5 en una escala de 0 a 5 cuando la
evallia un panel de catadores profesionales;

siempre que el perfil éster/alcohol de la bebida sea como se indica en el ejemplo 7, Tabla 1 en la columna “con MMT
nula” a la cual se agrega la Mezcla 1y la Mezcla 2.

En particular, la presente memoria descriptiva divulga que la presencia de DMS en una bebida puede enmascarar un
sabor afrutado. Por consiguiente, es un objeto de la presente invencidon proporcionar bebidas que tienen una
clasificacion superior para sabor afrutado, en donde dicho sabor es evaluado por un panel de catadores capacitados,
preferentemente, un panel de catadores capacitados de al menos 9 miembros, en comparacién con una bebida
preparada de la misma manera, pero que comprende al menos 100 ppmm de DMS, tal como en el intervalo de 100 a
200 ppmm de DMS o en comparacién con una bebida preparada de la misma manera, pero que comprende al
menos 50 ppmm de DMS, tal como en el intervalo de 50 a 100 ppmm. Dicha clasificaciéon superior para el sabor
afrutado es preferentemente de al menos 0,5 puntos, preferentemente de al menos 0,7 puntos, por ejemplo, de al
menos 0,9 puntos mas, cuando el sabor afrutado se determina en una escala de 0 a 5, como se describié con
anterioridad.

La memoria descriptiva también se refiere a la produccion de las bebidas mencionadas con anterioridad y
preferentemente comprende las etapas de:
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(i) proporcionar una composicioén de malta que comprende granos germinados con MMT nula;
(i) procesar dicha composicion de malta en una bebida;

obteniendo de esta manera una bebida que contiene menos de 30 ppmm, preferentemente menos de 25 ppmm, mas
preferentemente menos de 20 ppmm, incluso mas preferentemente menos de 15 ppmm, adin mas preferentemente
menos de 10 ppmm, incluso mas preferentemente menos de 5 ppmm, adn mas preferentemente DMS no detectable.

En una realizacién preferida, la bebida es cerveza. En este caso, la etapa de procesamiento comprende
preferentemente preparar mosto a partir de dicha composicion de malta, por ejemplo, mediante cualquiera de los
métodos descritos con anterioridad en el presente documento y fermentar dicho mosto.

En términos generales, las bebidas alcohdlicas, tales como cerveza, se pueden elaborar a partir de granos de
cebada malteada y/o sin maltear. La malta, ademas de los lipulos y de la levadura, contribuye al sabor y al color de
la cerveza. Asimismo, la malta funciona como fuente de aztcar fermentable y también como fuente de enzimas. Una
representacion esquematica de un proceso general de produccion de cerveza se ilustra en la FIG. 8, si bien se
pueden encontrar descripciones detalladas sobre los métodos para malteado y elaboracion de la cerveza, por
ejemplo, en las publicaciones realizadas por Briggs et al., (1981) y Hough et al., (1982). Existen numerosos métodos
disponibles, que son actualizados con regularidad, para los analisis de los productos de cebada, malta y cerveza.
Los mismos incluyen, por ejemplo, pero sin limitacion, los de la American Association of Cereal Chemists (1995), la
American Society of Brewing Chemists (1992), la European Brewery Convention (1998) y el Institute of Brewing
(1997). Se reconoce que se emplean muchos procedimientos especificos para la elaboracion de cerveza; las
variaciones mas significativas se relacionan con las preferencias de los consumidores locales. Se puede utilizar
cualquiera de dichos métodos de produccién de cerveza con la presente invencion.

La composicion de malta de las bebidas mencionadas con anterioridad, que incluyen, por ejemplo, cerveza, bebidas
de malta o mosto no fermentado, puede obtenerse, por ejemplo, mediante cualquiera de los métodos descritos con
anterioridad en el presente documento. El mosto se puede preparar a partir de dicha composicién de malta.

La primera etapa de la produccién de cerveza a partir del mosto implica preferentemente la ebullicion de dicho
mosto. Durante la coccion, se pueden agregar otros ingredientes, tales como jarabes de cereales y lupulos, en
donde estos ultimos componentes pueden brindar las tipicas caracteristicas amargas y aromaticas de la cerveza. La
ebullicion del mosto también causa la acumulacion entre los polifenoles y proteinas desnaturalizadas, que se pueden
precipitar durante las fases posteriores de la produccién de cerveza. Ademas, la ebullicion del mosto puede causar
la evaporacion de los compuestos volatiles, incluyendo el DMS. No obstante y tal como se indicd con anterioridad, el
mosto preparado de la cebada con MMT nula contiene poco o nada de DMS, lo que hace posible reducir
sustancialmente el tiempo de ebullicion de dichos mostos. Después de enfriarse, el mosto se transfiere a los tanques
de fermentacién que contienen levadura, preferentemente levadura para elaboracion de cerveza de la especie
Saccharomyces carlsbergensis. El mosto se fermenta durante cualquier periodo, generalmente en el rango que varia
entre 1 y 100 dias. Durante el proceso de fermentacion, que tarda varios dias, el azucar se convierte en alcohol y
CO,, de manera concomitante con el desarrollo de algunas sustancias aromaticas.

Posteriormente, la cerveza puede procesarse de manera adicional; por ejemplo, enfriandose. También se puede
filtrar y/o fermentar en fondo (/lagering): un proceso que brinda un aroma placentero y un sabor menos caracteristico
de la levadura. También se pueden incorporar aditivos. Ademas, se puede agregar CO,. Por ultimo, la cerveza se
puede pasteurizar y filtrar, antes de ser envasada en botellas o en latas.

Se dispone de diversos métodos para determinar si se prepara una planta de cebada o un producto vegetal a partir
de una planta de cebada que porta una mutacion en el gen para la MMT, lo que causa una pérdida total de la funcién
de la MMT. Los productos vegetales comprenden, en general, al menos parte del ADN gendmico de la planta
utilizada para su produccion. Por lo tanto, la malta contiene grandes cantidades de ADN gendmico, aunque incluso
los extractos de cebada o malta, tales como mosto, pueden comprender ADN gendmico de dicha cebada o malta.
También las bebidas basadas en cebada, tales como cerveza, pueden comprender ADN gendmico de dicha planta.
Mediante el analisis de ADN de un producto vegetal, se puede establecer si la planta de la cual se prepara el
producto vegetal porta una mutacioén en el gen para la MMT, lo que causa una pérdida total de la funcion de la MMT.
Dicha mutacién podria ser, por ejemplo, cualquiera de las mutaciones en el gen para la MMT descritas en el
presente documento con anterioridad en la seccion “Pérdida de la enzima MMT funcional”. EI ADN gendmico se
puede analizar mediante cualquier método util, tal como secuenciacién o por métodos basados en amplificacién, con
inclusion de métodos basados en la PCR. Si se espera una mutacioén particular en el gen para la MMT, entonces se
puede emplear andlisis de polimorfismo, por ejemplo, analisis de polimorfismo de nucledtido unico (SNP, Single
Nucleotide Polymorphism). Dicho analisis se puede realizar como se describe con posterioridad en el presente
documento en los Ejemplos 13 y 17. La persona entendida en la técnica puede adaptar el analisis SNP especifico
descrito en estos ejemplos para uso con otras mutaciones u otro material de partida.

Si los productos vegetales mencionados con anterioridad se preparan solamente a partir de plantas de cebada que

portan una mutacién en el gen para la MMT, lo que causa una pérdida total de la funcién de la MMT, entonces la
presencia versus la ausencia del ARNm de la MMT y/o de la proteina de la MMT de la cebada también puede indicar
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si dicho producto vegetal se prepara a partir de cebada con MMT nula. Por consiguiente, se puede realizar el
examen del producto vegetal por anadlisis de transferencia de Western o por otro analisis de proteinas o por RT-PCR
o por analisis de transferencia Northern Blot o por otros analisis de ARNm. Dichos andlisis son utiles, en particular,
cuando el producto vegetal es malta.

SMM y DMS

La cantidad de SMM y DMS en un producto vegetal se puede determinar mediante cualquier método adecuado. La
SMM se puede determinar esencialmente tal como se describié con anterioridad en el presente documento en la
seccion “Preparacion de las plantas de cebada con una pérdida total de MMT funcional”, en donde se describe la
determinaciéon de los niveles de SMM en una muestra de cebada. Por lo tanto, la SMM se puede determinar al
acoplar la misma a un compuesto, tal como OPA y determinar la fluorescencia, por ejemplo, usando un sistema
UPLC. Para una medicion cuantitativa, se puede determinar el area del cromatograma correspondiente a un pico de
SMM.

Para una medicién mas precisa, las cantidades tanto de DMS como de DMSP (tal como SMM) —este ultimo
compuesto medido como DMS después de la activacion— se determinan preferentemente usando cromatografia de
gases en columna capilar de alta resolucion. EI DMS total en las muestras de mosto y cerveza se definen en el
presente documento como la suma cuantitativa de DMS libre y sus formas precursoras, denominadas “DMSP”.
Usando esta definicién, la cantidad de DMSP en una muestra de mosto o cerveza, se puede determinar como la
diferencia entre el DMS total (medido en la muestra sometida a ebullicion, preferentemente en una muestra sometida
a ebullicién en condiciones alcalinas durante 1 hora) y el DMS libre (medido en la muestra no sometida a ebullicion).
El ejemplo 6 detalla las formas preferibles para medir los niveles del DMS total y del DMS libre.

Mutagénesis quimica

A fin de generar plantas de cebada que portan una mutacién en el gen codificante de la MMT, lo que causa la
pérdida total de la actividad de la MMT de acuerdo con la presente invencion, se puede preparar un nimero muy
grande de mutantes de cebada mediante cualquier método adecuado de mutagénesis; por ejemplo, mediante el uso
de mutagénesis quimica de las pepitas de cebada: un método que es conocido por inducir mutaciones aleatorias. La
mutagénesis de la cebada se puede realizar usando cualquier mutagenizaciéon quimica. No obstante, se realiza
preferentemente al tratar pepitas con NaNs; (véase la FIG. 7), lo que permite la germinacion de las pepitas
sobrevivientes, seguido del andlisis de las plantas descendientes. La generacion de la planta que crece de las
pepitas mutagenizadas, denominadas “M0”, contiene quimeras heterocigotas para cualquier mutacion. Las plantas
de la progenie recolectadas después de la auto-polinizacién son denominadas “generacion M1”, en la que una
determinada mutacioén se segrega en los correspondientes heterocigotos y homocigotos.

Tratar las pepitas de cebada con NaN3; no es equivalente a tratar una Unica célula de cebada porque las pepitas,
después del tratamiento, contienen parte de las células no mutantes y una variedad de células que tienen
mutaciones de ADN. Las mutaciones se pierden en los linajes celulares que no generan la linea germinal, lo que
significa que el propdsito es dirigir el mutagen a las pocas células que se desarrollan en tejidos reproductivos, lo que
contribuye al desarrollo de la generacion M1.

Para evaluar la eficiencia general de la mutacion, se pueden contar las quimeras albinas y las plantas albinas en la
generacion MO y en la M1, respectivamente. Clasificar el nUmero de mutante como una funciéon de las plantas
sobrevivientes brinda un estimado de la eficiencia de la mutacién, mientras que clasificar el nimero de mutante
como una funcién de las semillas tratadas brinda la medida combinada tanto de la eficiencia de la mutacién como del
exterminio de la pepita.

Es notable que las células tengan un mecanismo de control de la calidad en casi cada paso de la expresion génica,
posiblemente para moderar los efectos del dafio a las mutaciones. Un ejemplo bien estudiado en las eucariotas es la
degradacion del ARNm mediada por mutaciones terminadoras o NMD (Nonsense-Mediated mRNa Decay) que evita
la sintesis de proteinas truncadas en forma prematura, potencialmente deletéreas (Maquat y Carmichael, 2001; Wu
et al., 2007). En la NMD, un coddn de terminacion es identificado como “prematuro” por su posicion con relacion a
los elementos desestabilizadores cadena abajo. Las mutaciones que generan codones de terminacion prematura
(antisentido) o PTC (Premature Termination Codons), a veces incrementan los niveles de transcritos
alternativamente ensamblados que saltean las mutaciones perjudiciales y asi potencialmente salvan la funcion
proteica (Mendell y Dietz, 2001).

Fitomejoramiento

El desarrollo del cultivo se puede ver como un proceso prolongado que comienza con la introducciéon de un nuevo
atributo. Desde la perspectiva de un fitomejorador de plantas, este paso, a menudo, puede generar una planta que
tiene un perfil general menos deseable de atributos agrondémicos que las variedades comerciales actuales. Por
consiguiente, en una realizacion preferible de la presente invencion, el objeto es proporcionar plantas de cebada
utiles a nivel agronémico, que portan una mutacion en el gen para la MMT, lo que causa la pérdida total de MMT
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funcional.

Ademas del atributo de MMT nula, existen otros factores que también se pueden considerar en la técnica de generar
una variedad de cebada malteada comercial que incluye —pero sin limitacion— produccion de pepitas, tamafio de
pepitas y parametros que se relacionan con el funcionamiento del malteado o el funcionamiento de la elaboracion de
la cerveza. Como muchos de dichos atributos —si no todos— se encuentran bajo control genético, la presente
invencion también proporciona variedades cultivadas de cebada modernos, homocigéticos y de alto rendimiento, que
se pueden preparar a partir de las cruzas con las plantas de cebada con MMT nula. Las pepitas de dichas plantas de
cebada proporcionan una nueva materia prima sin enzima MMT funcional. El fitomejorador de cebada experto en la
técnica puede cruzar la planta de cebada con MMT nula de la invencidon con ofras plantas de cebada vy,
posteriormente, seleccionar y desarrollar descendientes que tienen atributos que generan variedades cultivadas
superiores. Dichos descendientes también se consideran parte de la presente invenciéon. Como alternativa, el
fitomejorador de cebada también puede utilizar las plantas de la presente invencion para la mutagénesis adicional, a
fin de generar nuevas variedades cultivadas derivadas de cebada con MMT nula.

Las plantas de cebada de acuerdo con la presente invencién se pueden utilizar en los intentos de mejoramiento
génico de acuerdo con cualquier esquema adecuado.

Otro objeto de la presente memoria descriptiva consiste en proporcionar plantas de cebada elitistas a nivel
agrondémico que comprenden el atributo de MMT nula. Por consiguiente, la presente memoria descriptiva también se
refiere a los métodos para producir una nueva planta de cebada con MMT nula al cruzar una primera planta de
cebada madre con una segunda planta de cebada madre, en donde la primera planta o la segunda planta es cebada
con MMT nula. Asimismo, tanto la primera como la segunda planta de cebada madre representan una variedad de
cebada con MMT nula. Por lo tanto, cualquiera de los siguientes métodos que usan la variedad de cebada con MMT
nula son parte de esta memoria descriptiva: autofecundacion, cruzamiento retrégrado, cruzamiento con otras
poblaciones y similares. Todas las plantas producidas mediante el uso de una variedad de cebada con MMT nula
como una generacion madre se encuentran dentro del alcance de esta invencion, con inclusion de aquellas plantas
desarrolladas a partir de las variedades que derivan de una variedad de cebada con MMT nula. La cebada con MMT
nula también se puede usar para la transformacién genética en los casos donde el ADN exdgeno se introduce y se
expresa en la planta con MMT nula o tejido vegetal.

Los métodos de cruzamiento retrégrado se pueden usar con la presente memoria descriptiva para introducir el
atributo de MMT nula de una planta de cebada mutada en otra variedad, por ejemplo, en otra variedad cultivada, tal
como la vc. Scarlett o la vc. Jersey, que son, ambas, variedades cultivadas de cebada malteada contemporaneas y
de alto rendimiento. En un protocolo de cruzamiento retrogrado estandar, la variedad original de interés, es decir, la
planta madre recurrente de interés, se cruza con una segunda variedad (es decir, planta madre no recurrente), que
porta el Unico gen de interés a ser transferido. Las plantas de la progenie con MMT nula generadas a partir de esta
cruza se cruzan en forma posterior con la planta madre recurrente; este proceso se repite hasta que se obtiene una
planta de cebada donde esencialmente todas las caracteristicas especificadas por la planta madre recurrente se
recuperan en la planta generada, ademas de la conformacién genética transferida para el atributo de MMT nula de la
planta madre no recurrente. Eventualmente, la planta cruzada en forma retrégrada generada en ultima instancia se
autofecunda para generar plantas puras de la progenie de mejoramiento génico con MMT nula.

Se prefiere tener una planta madre recurrente adecuada en un procedimiento de cruzamiento retrégrado exitoso,
cuyo proposito incluye la introduccion del atributo de MMT nula en la variedad original. Para lograr esto, la
conformacioén genética de la variedad recurrente se modifica con el del atributo de MMT nula de la planta madre no
recurrente, mientras que se retienen esencialmente todas las propiedades genéticas de la variedad original. Si bien
los métodos de cruzamiento retrégrado se simplifican cuando la propiedad genética que se esta transfiriendo es
especificada por un alelo dominante, es posible cruzar en forma retrégrada la del atributo recesivo de la MMT nula.

Una forma de acelerar el proceso de mejoramiento génico vegetal comprende la multiplicacion inicial de los
mutantes generados por aplicacion de cultivo tisular y técnicas de regeneracion. Por esta razén, otro aspecto de la
presente memoria descriptiva es proporcionar células que, tras el cultivo y la diferenciacion, produzcan plantas de
cebada que tengan el atributo de MMT nula. Por ejemplo, el fitomejoramiento puede implicar cruzamientos
tradicionales, preparar plantas derivadas de anteras fértiles o usar métodos de cultivo de microesporas.

También es una realizacion de la presente memoria descriptiva proporcionar plantas de cebada que no solamente
portan una mutacion en el gen codificante de la MMT —lo que causa una pérdida total de actividad de la MMT— sino
también una o mas mutacion/es adicionall/es Util/les. Dichas mutaciones adicionales pueden, por ejemplo, incluir
mutaciones en el gen codificante de lipoxigenasa-1 (LOX-1) de la cebada, tal como una mutacién que causa un nivel
inferior de la actividad de la LOX-1 (por ejemplo, el mutante descrito en el documento de patente de los Estados
Unidos con el niumero 6.660.915 de Douma, A.C. et al.,) o una mutacién que causa una pérdida completa de la
funcion de la LOX-1, tal como cualquiera de los mutantes descritos en la patente de Estados Unidos n.° 7.420.105 o
la solicitud de patente PCT n.° WO 2005/087934 propiedad de Breddam, K. et al.; en particular, mutantes que
comprenden una secuencia gendmica del gen codificante de LOX-1, de acuerdo con la SEC ID NO: 2 o la SEC ID
NO: 6 del documento de patente de los Estados Unidos con el nimero 7.420.105 de Breddam. K. et al.,. La malta
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con LOX-1 nula, tal como se describid en las patentes y solicitudes de patentes mencionadas con anterioridad podria
proporcionar, por si misma, una materia prima para el secado en horno a baja temperatura en el proceso de
malteado de la cebada. No obstante, un mutante doble combinado con LOX-1 nula y MMT nula seria superior y
altamente Util en la industria cervecera porque se inactivarian las actividades tanto de la LOX-1 como de la MMT.
Dichas plantas de cebada se pueden obtener al cruzar las plantas de cebada de acuerdo con la presente invencion
con las descritas en la patente de Estados Unidos n.° 7.420.105 o la solicitud de patente PCT n.° WO 2005/087934,
de propiedad de Breddam, K. et al.

Ejemplos

En el presente documento, los ejemplos ilustran las realizaciones preferidas de la invencion y no deberan
considerarse de manera taxativa respecto de la misma.

A menos que se indique lo contrario, se realizaron técnicas biolégicas y moleculares basicas para manipular acidos
nucleicos, proteinas y bacterias, tal como se describe en Sambrook y Russel (2001).

Ejemplo 1
El DMS enmascara el sabor afrutado de la cerveza

La caracterizacion de las notas de sabor azufrado por lo general se considera dificil, incluso entre paneles generales
de catadores de cerveza. A menudo, el panelista catador de cerveza usa el término genérico “azufrado” en vez de

las notas de azufre mas especializadas, por ejemplo “mercaptano”, “sulfuro de hidrégeno” y “DMS”, para caracterizar
una nota azufrada.

Luego de constituir un panel de 9 catadores, se entren6 a los miembros de forma exhaustiva para que rastrearan el
aroma de los componentes que contenian azufre, lo que reveld, de manera sorprendente, que la adicién de
componentes de azufre afecta en gran medida la percepcion de otros componentes del aroma, una propiedad que
genera clasificaciones inferiores para, por ejemplo, el sabor afrutado y el cuerpo de la cerveza.

En otro conjunto de experimentos, se eligié el DMS para capacitar al panel. Se entregd al panel muestras de cerveza
a las que se adicionaron altas concentraciones de dichos componentes que contenian azufre y se le pidié a sus
miembros que cataran y clasificaran las caracteristicas de “cuerpo”, “afrutado” y “DMS”, en una escala de 0
(ausente) a 5 (extremo). Cada serie de evaluaciones incluyé una cerveza estandar disponible a nivel comercial y dos
muestras desconocidas por los panelistas.

En la FIG. 1B se ilustran los resultados de las clasificaciones promedio de una serie de evaluaciones que
comprendian muestras de cerveza con agregados de éster y éster/DMS, respectivamente. El resultado inesperado
fue que la adicién del DMS, cuando se combind con éster, afecté de manera negativa la clasificacion del afrutado
percibido, en comparacion del obtenido al agregar solamente éster. De manera similar, la nota de cuerpo de la
cerveza se redujo. No fue sorprendente que el agregado de DMS mejorara la clasificacion de esta propiedad.

Los resultados mencionados con anterioridad demuestran que la habilidad del panel catador especializado en
degustar un unico componente del sabor parece estar altamente ligado al “contexto del sabor”, tal como lo
determinan otros componentes del aroma.

El sorprendente hallazgo de las evaluaciones del sabor, resumidas en la FIG. 1B, también senté las bases para la
presente invencion al proporcionar bebidas con bajos niveles de DMS y mutantes de cebada utiles para preparar
dichas bebidas, es decir, mutantes de cebada que carecen de la capacidad de sintetizar SMM, de manera tal que la
utilizacion de la correspondiente materia prima en la produccion de la bebida no sélo pueda permitir la generacion de
productos con menos o nada de DMS, sino que también aliente las mejoras en la nota de afrutado.

Ejemplo 2
Conformacion del examen de detecciéon, metodologia 1

Las pepitas recolectadas de las plantas de cebada de la vc. Prestige y de la vc. Sebastian se incubaron por
separado con el mutagen NaNs, siguiendo los detalles experimentales provistos por Kleinhofs et al., (1978). Este
procedimiento se eligié por su potencial conocido para inducir mutaciones puntuales en el ADN gendmico de la
cebada.

En los experimentos, los granos mutados de la generacion M1 se propagaron en parcelas de campo a lo largo de
dos generaciones posteriores, lo que eventualmente produjo una alta proporcién de plantas homocigéticas de
generacion M3 con el fin de la deteccion. Se esperaba que los granos mutados de la generacion M3 contuvieran
mutaciones génicas en una frecuencia comprendida entre 0,9 y 2,3 por 10.000 granos (Kleinhofs et al.,
anteriormente citado). Es notable que no se hayan detectado granos M2.
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De manera interesante la presente memoria descriptiva describe un procedimiento de deteccion rapida de alto
rendimiento para la deteccién de los granos de cebada mutantes M3 que carecen de la actividad de la MMT, lo que
origina la falta de sintesis de SMM detectable durante el malteado. Por esta razon, los solicitantes encontraron que
la SMM se acumulo principalmente en el coledptilo y las hojas primarias de la cebada germinante y que la deteccion
de la SMM se puede realizar al extraer aminoacidos del tejido foliar triturado de los granos germinados, de 4 dias de
crecimiento y seguido por hacer reaccionar los aminoacidos extraidos con OPA para formar productos altamente
fluorescentes (véase FIG. 2).

En términos practicos, se realizé cada ensayo al germinar, en una caja de plastico cerrada, con un pedazo de papel
de filtro Whatman nimero 1 (296 x 20,9 mm), dos granos de cada uno de los 94 mutantes potenciales y dos plantas
de tipo silvestre. El ensayo se repitié para los granos mutantes potenciales mdltiples (ver a continuacion). Al inicio de
la germinacion, se agregaron 25 ml de agua corriente a cada caja de plastico y después 15 ml adicionales de agua
corriente en el dia 2 de la germinacion. Después de 4 dias de germinacion, se transfirié 1 a 3 cm de tejidos foliares a
las placas de almacenamiento (ABgene), en las cuales cada una de las 96 pocillos de 1,2 ml contenian una perla de
vidrio de 5 mm de diametro y 500 pl de una mezcla de 12:5:6 (v/v/v) de agua:metanol:cloroformo. La placa se agité
luego durante 45 segundos a una frecuencia de 30 Hz en un molino de laboratorio MM 300 (Retsch). A continuacion,
la placa se transfiri6 a una centrifuga (Rotanta 460R, Hettich) y se centrifugd a 4.000 rpm durante 15 minutos a
temperatura ambiente para precipitar el material insoluble. Se transfiri6 10 ul del sobrenadante a una placa de
almacenamiento de 96 pocillos (Waters, numero de catalogo 186002481) y se mezcld 200 ul de H,0 y 60 ul de una
soluciéon de reaccion que contiene una mezcla de 15.000:45 (v/v) del reactivo OPA (Sigma, numero de catalogo
7914):acido 3-mercaptopropionico (Aldrich, nimero de catalogo M5801). La mezcla se incubd a 4 °C durante al
menos 10 minutos para obtener una derivacion cuantitativa de aminoacidos de muestra con OPA. Usando un
sistema UPLC basado en Waters equipado con un detector de fluorescencia, se separd 2 ul de la mezcla derivada
sobre una columna Gemini C18 de 2,1 x 30 mm de particulas de 3 pm (Phenomenex, nimero de catalogo 00A-
4439-80), usando una elusion de gradiente al mezclar la fase mévil A (un tampon de NaH2PO4a40 mM, ajustado a
un pH de 7,8) y fase movil B [solucion de 45:45:10 (v:viv) de acetonitrilo:metanol:agua como fue descrita en
(Phenomenex, 2006)]. La excitacién de los derivados de OPA eludidos se realizé a 340 nm, mientras que la emision
de luz se midié a 450 nm. Un ejemplo de un cromatograma se ilustra en la FIG. 3A para mostrar el perfil de elusion
del acido aspartico (Asp), del acido glutamico (Glu), de la asparagina (Asn), de la serina (Ser) y del SMM. Este ultimo
compuesto fue incluido ya que el propodsito del proyecto en general era identificar una planta de cebada que
careciera de la capacidad de sintetizar SMM; es decir, una planta para la cual el correspondiente pico del
cromatograma era muy pequefio o preferentemente estaba ausente.

Conformacién del método de deteccion, metodologia 2

En paralelo con los experimentos descritos con anterioridad, en el presente ejemplo se llevaron a cabo intentos por
establecer un método de deteccién muy rapido para la identificacion de plantulas que carecen de enzima MMT
activa. Sobre la base de que dichas plantulas pueden cultivarse en presencia de 250 uM de selenito de sodio,
siempre que las plantas contengan MMT activa para convertir selenito de sodio, se disefié un examen de deteccion
para clasificar visualmente las plantulas con crecimiento reducido en presencia de dicha concentraciéon de selenito
de sodio. En términos practicos se colocaron 22.704 espigas, cada una consistia de 20 a 30 granos, de cebada vc.
Prestige mutagenizada con NaNs; de generaciéon M3 en bandejas plasticas rellenas con medio de cultivo de
vermiculita complementado con 250 uM de selenito de sodio. Los granos de las espigas se dejaron germinar y se
desarrollaron en plantulas de 15 cm de largo. Un total de 812 plantas caracterizadas por presentar crecimiento
reducido, es decir, plantulas de <15 cm de longitud, se transfirieron a tierra fresca y se dejé que continuaran
desarrollandose. No obstante, se descubrié que ninguna de dichas plantas tenia actividad de MMT reducida, como
se determind en comparacion con los niveles de SMM de tipo silvestre. Por consiguiente, la metodologia de
deteccion descrita con anterioridad no reveld ningiin mutante y, por lo tanto, se dio por terminada.

Ejemplo 3
Mutantes potenciales

Un total de 10.248 y 3.858 granos de cebada vc. Prestige y vc. Sebastian mutados con NaNs, respectivamente, se
examinaron para detectar el contenido de SMM (véase la metodologia 1 en el ejemplo 2), con el propésito de
identificar aquéllas altamente reducidas en dicho contenido en comparacion con los granos de tipo silvestre.
Solamente se identificaron 2 mutantes potenciales de la generacion M3, a saber: granos de la muestra con el
numero 8063 (derivados de la vc. Prestige y en lo sucesivo denominado Mutante 8063, una denominacion usada
también para los granos de generaciones posteriores; FIG. 3B) y los granos de la muestra con el nimero 14.018
(derivados de la vc. Sebastian y en lo sucesivo denominado Mutante 14018, una denominacion usada también para
los granos de generaciones posteriores; ilustrados en la FIG. 3B). Los granos de cada mutante se propagaron a la
generacion M4, luego se cosecharon y eventualmente se volvieron a analizar. El resultado verifico que los granos del
Mutante 8063 y del Mutante 14018 tenian contenidos de SMM extremadamente bajos, posiblemente con una
carencia total de SMM.
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En un experimento separado, se empled un andlisis de transferencia de Western para verificar que el Mutante 8063
y el Mutante 14018 carecieran de la enzima MMT. Los granos de los mutantes y las correspondientes plantas de tipo
silvestre se germinaron en la oscuridad durante 4 dias sobre papeles de filtro impregnados en agua. Un grano de
cada muestra se transfirid6 a un tubo Eppendorf que contenia 250 pl de HO y se homogenizé usando un pistilo.
Después de la centrifugacion de una duracion de 10 minutos a 13.000 rpm, se mezclé 15 pl del extracto liquido con
5 pl de un tampdn de muestra de SDS estandar concentrado 4 veces. Usando la misma inmuno-metodologia que la
descrita en el ejemplo 12, y una alicuota del mismo anticuerpo anti-MMT detallado en dicho ejemplo, las proteinas
de los extractos de muestra de las pepitas germinadas mencionadas con anterioridad se separaron por electroforesis
de acuerdo con el tamafio y se sometieron a analisis de transferencia de Western. Se advirti la ausencia de una
banda proteinica con tincién de 120 kDa, correspondiente a la MMT, para los extractos separados por tamafo del
Mutante 8063 y del Mutante 14018. No obstante, fue claramente visible una banda proteinica de 120 kDa en los
extractos de pepitas de tipo silvestre germinadas (FIG. 3C). La combinacion de los resultados del analisis Western
con la ausencia de SMM en extractos del Mutante 8063 y Mutante 14018, pero la presencia de SMM en extractos de
pepitas de tipo silvestre (véase FIG. 3B), sustancian que el Mutante 8063 y el Mutante 14018 representan mutantes
nulos respecto del atributo de MMT.

Ejemplo 4
Mediciones de la actividad de la MMT del Mutante 8063

La enzima MMT cataliza la transferencia de un grupo metilo de SAM a Met, formando SMM (véase FIG. 1B). Al usar
[3H]SAM como un substrato, en el cual el grupo metilo se marca con tritio, la transferencia de dicho grupo metilo se
puede monitorear por conteo por centelleo después de la extraccion del [3H]SAM remanente por carbén activado.
Este ultimo compuesto enlaza el substrato, pero no el producto SMM marcado, sintetizado recientemente (Pimenta
et al., 1995). Esto posibilité la determinacion de las actividades de la MMT y los contenidos de SMM, estos ultimos
determinados tal como se describié en el ejemplo 2, en extractos de 15 tallos de cada Mutante 8063 y de la vc.
Prestige (FIG. 4). El examen de los datos verificod que la MMT cataliz6 la formacion de la SMM en pepitas de tipo
silvestre, una propiedad que estaba ausente en los granos del Mutante 8063.

Ejemplo 5
Malteado y elaboracion de la cerveza de pepitas con MMT nula del Mutante 8063 en escala piloto

Los analisis de malteado y elaboracion de la cerveza con malta del Mutante 8063 y malta de referencia de la vc.
Power comprendieron los siguientes pasos:

(i) germinacion, incluyendo remojo, para generar malta verde, a veces seguida de secado al horno para obtener
malta secada al horno;

(i) preparacion del mosto;

(iii) separacion del mosto;

(iv) ebullicién del mosto;

(v) fermentacion del mosto con la levadura Saccharomyces carlsbergensis;

(vi) fermentacion de fondo de la cerveza;

(vii) filtracion de la cerveza clara; y

(viii) envasado de la cerveza en botellas.

Se utilizé, tanto para el Mutante 8063 como para la vc. Power (muestra de referencia), 30 kg de malta para la
elaboracion de la cerveza. Las muestras de malta se molieron y luego se agregd agua corriente a 150 | por cada
muestra. Se llevé a cabo una maceracion a 60 °C durante 20 minutos, seguida de una elevacion de 5 minutos a 65
°C, a cuya temperatura continué la incubacién durante 55 minutos. El producto macerado se sometio luego a una
elevacion a 78 °C durante 15 minutos, concluyendo la maceracion después de una incubacion durante 5 minutos.

Las operaciones posteriores de elaboracion de la cerveza incluyeron la filtracion del mosto, un paso de ebullicion de
1 hora de duracién y una separacion en un vortice. La fermentacion de 7 dias de duracion, fermentacion de fondo y
llenado de la cerveza terminada en botellas de vidrio verde se realizé de acuerdo con las especificaciones para la
practica estandar de elaboracion de la cerveza, por ejemplo, tal como fue descrito por Briggs et al., (1981) y Hough
et al., (1982). En total, se llenaron 100 botellas de 33 cl con cerveza derivada de malta de tipo silvestre y malta
mutante.

Ejemplo 6
Niveles de DMS y DMSP en cerveza elaborada a partir de malta con MMT nula
La cerveza fue elaborada a partir de maltas con MMT nula y de la vc. Power, tal como se describid en el ejemplo 5.

Durante los procesos de malteado y elaboracién de la cerveza, se determinaron los niveles de DMS libre y DMSP en
la malta verde y en la malta secada en horno (FIG. 5A), asi como también en los correspondientes mostos dulces y
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los mostos sometidos a ebullicién y también en las cervezas terminadas (FIG. 5B).

Los niveles de DMS y DMSP se determinaron esencialmente tal como lo describen Hysert et al., (1980), con
deteccion especifica del azufre mediante el uso de cromatografia de gases por inyeccion en espacio de cabeza
estatico sobre un detector de quimioluminiscencia de azufre 350B (Sievers). La toma de muestras se realizé usando
un automuestreador automatizado (HS-40 Automated Headspace Sampler, Perkin Elmer). Los niveles totales del
DMS, es decir, la suma del DMS libre y del DMSP en el mosto y los extractos de malta verde y malta secada en
horno, se obtuvieron al someter a ebullicion las respectivas muestras bajo condiciones alcalinas durante 1 hora. Las
muestras luego se sometieron a un analisis de espacio de cabeza para la determinacion de los niveles de DMS. Tal
como se describié con anterioridad, la diferencia entre los niveles totales de DMS en las muestras sometidas a
ebullicion y el DMS libre en las correspondientes muestras no sometidas a ebullicion se definid para igualar la
cantidad de DMSP de muestra. La cantidad de DMS libre en la cerveza se determind esencialmente como la
cantidad en mosto (Hysert et al., anteriormente citado).

Ejemplo 7
Cata de cerveza elaborada con malta con MMT nula

Con el propdsito de establecer como un panel de catadores profesionales de cerveza evalla la cerveza producida en
escala piloto, elaborada con malta con MMT nula, se elaboré un perfil de cata respecto de las cervezas con un
contenido medido de 4 ppmm de DMS. Como referencia, se utilizé una cerveza normal de 76 ppmm de DMS, que
fue producida usando malta de la vc. Power.

Antes del analisis de la cata, se obtuvieron los perfiles de ésteres y alcoholes superiores de la cerveza por analisis
de cromatografia de gases. La cerveza con MMT nula tenia niveles inferiores en 3 de los 12 compuestos analizados
(Tabla 1). En la primera evaluacion, la Mezcla 1, que consistia de etilacetato, isoamilacetato y etiloctanoato, se
mezclo en la cerveza elaborada con malta con MMT nula, para asegurar que las dos cervezas tipo lager tuvieran
niveles similares de aquellos compuestos activos en sabor que contribuyen a un perfil de éster estandar (véase la
Tabla 1). El objeto de la segunda evaluacioén fue hacer una cerveza con éster alto con notas de sabor mejoradas. En
consecuencia, la Mezcla 2 que consistia de isoamilacetato, etilhexanoato y etiloctanoato se mezcld en cerveza de
malta de la vc. Power (Tabla 1), mientras que la cerveza de malta con MMT nula se mezclé tanto con la Mezcla 1
como con la Mezcla 2.

Las cervezas descritas con anterioridad fueron evaluadas luego por un panel de catadores de cerveza capacitados
de 10 miembros, que evaluaron 20 atributos especificos del sabor, cada uno en una escala o clasificacién, de 0 a 5
(FIG. 6).

Tal como se detalla en la FIG. 6A, para las cervezas con éster alto, existié un efecto notable sobre la percepcion de
los sabores aromatico-fragantes en la “cerveza con DMS muy bajo” elaborada de malta con MMT nula, en
comparacién con una cerveza estandar adicionada al mismo nivel. Se advirtieron clasificaciones superiores para
todos los sabores aromatico-fragantes evaluados. Incluso en la cerveza de malta con MMT nula, que se adicioné a
un perfil de éster normal (FIG. 6B), se not6 una percepcion mejorada de los sabores aromatico-fragantes, mostrando
nuevamente que un nivel bajo de DMS otorga un efecto positivo respecto de la percepcion de los compuestos
aromaticos de la cerveza. Una explicacion de ese fendmeno es simplemente que el DMS en la cerveza enmascara
el gusto de los sabores aromatico-fragantes placenteros, que representan factores importantes cuando se evalua la
frescura de la bebida.

Tabla 1. Analisis del éster y del alcohol de la cerveza
Concentracion del compuesto de sabor
Tipo de malta Sabores agregados

Compuesto del sabor vc. Power MMT nula Mezcla 1 Mezcla 2
Ppm

Acetaldehido 1,00 1,20

Etilformiato 0,26 *0,24

Etilacetato 23,40 19,40

Isobutilacetato 0,06 0,05

1-Propanol 13,80 13,80

Isobutanol 9,00 9,60

Isoamilacetato* 2,05 1,43 1,50

1-Butanol 0,21 0,23

Isoamilalcohol** 59,00 52,00

Etilhexanoato 0,09 0,08 0,05

n-Hexilacetato 0,01 0,01

Etiloctanoato 0,20 0,13 0,13
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Concentracion del compuesto de sabor
Tipo de malta Sabores agregados
Compuesto del sabor vc. Power MMT nula Mezcla 1 Mezcla 2
* Suma de las concentraciones de 2-metil-butil acetato e isoamilacetato.
** Suma de las concentraciones de 2-metil-1-butanol e isoamilalcohol.

Ejemplo 8
Determinacion de la secuencia del gen codificante de la MMT en cebada, vc. Prestige

A fin de establecer la diversidad genémica que destaca la diferencia en la actividad de la MMT entre las plantas de
cebada de tipo silvestre y las mutantes, se intentd principalmente determinar la secuencia de ADN que abarca los
codones de iniciacién y terminacion del correspondiente gen de la cebada. Para establecer la secuencia genémica
previamente desconocida del gen de la MMT de la cebada, un primer paso fue purificar el ADN genémico o ADNg de
las hojas de las plantulas de cebada con 6 dias de crecimiento, vc. Prestige, siguiendo las instrucciones provistas
por el proveedor del kit de aislamiento del ADN en plantas (Roche, numero de catalogo 1667319).

A continuacion, se disefiaron cebadores de oligonucledtidos para enlazar la secuencia de ADNc codificante de la
MMT (n.° de referencia de GenBank AB028870; SEC ID NO: 1). Usando ADNg de la cebada como molde, se
llevaron a cabo amplificaciones por PCR estandares con 6 conjuntos diferentes de cebadores, cuyas secuencias de
ADN se enumeran en la Tabla 2. Se descubri6 que los cebadores en pares se hibridaban en los exones 1 (incluido y
cadena abajo del coddn de iniciacion de traduccion) y 2, los exones 2 y 4, los exones 4 y 5, los exones 5y 9, los
exones 9y 11 y los exones 11 y 12 (incluido y cadena arriba, del codén de terminacion de traduccién). Cinco de las
seis reacciones mencionadas con anterioridad generaron fragmentos de ADN que abarcaban los exones 2 a 4, los
exones 4 a 5, los exones 5 a 9, los exones 9 a 11 y los exones 11 a 12 (véase la FIG. 9). Se supuso también que
una reaccion genera un fragmento de ADN que abarca el codén de terminacion de traduccion y el exén 2 (es decir,
la reaccion con el conjunto de cebadores num. 1 de acuerdo con la lista de la Tabla 2 y la FIG. 9), pero solamente se
observé una reaccién artificial. Si bien la razén de esta dificultad todavia no se comprende, un contenido
significativamente alto de bases de G y C en el segmento génico de interés podria ser la causa del fallo en la
correcta amplificacion de la secuencia. Por consiguiente, se emplearon numerosos complementos de reaccion por la
PCR disponibles a nivel comercial, conocidos por facilitar la amplificacion de las regiones génicas ricas en G-C, para
intentar amplificar un fragmento de ADN cadena abajo del codén de iniciacion (pero todavia incluyendo dicho codon)
del gen de cebada codificante de MMT. A pesar de los numerosos intentos, todo esfuerzo por utilizar el molde de
ADNg fracaso en relacion a la amplificacion del fragmento especificado por los cebadores en la reaccion 1, tal como
se observa en la lista de la Tabla 2.

De manera conjunta con los experimentos con amplificacion del ADNg, también se estudio si el ADNc derivado del
ARN de las hojas de las plantulas de cebada podria constituir un molde funcional para amplificacion de la secuencia
del exd6n 1 problematica del gen para la MMT. Por consiguiente, se extrajo el ARN total y se purifico a partir de los
brotes de hojas con 4 dias de crecimiento de las plantulas de cebada, vc. Prestige, que emplean los componentes e
instrucciones del kit FastRNA ProGreen (Q-BlOgene, numero de catalogo 6045-050). Las alicuotas de las mismas
se usaron en reacciones estandares de RT-PCR 8 x 2 [es decir, 8 combinaciones de los pares de cebadores (Tabla
3), cada uno con 2 tampones de reaccion], tal como se detallan en las instrucciones para el kit OneStep RT-PCR
(Qiagen, numero de catalogo 210212). Se separaron los fragmentos en geles de agarosa al 1%; los analisis
posteriores revelaron que los productos de reaccion solamente se pudieron obtener mediante uso del Tampén 1 de
dicho kit. Las bandas de ADN de interés se purificaron luego usando el kit de extraccion de gel Qiaexll (Qiagen,
numero de catalogo 20051). Se separaron las amplificaciones por RT-PCR con los conjuntos de cebadores num. 7,
10 y 11 (véase la Tabla 3), en presencia de solucion Q del kit de RT-PCR mencionado con anterioridad. En este
caso, los fragmentos de ADN de interés también se purificaron. Después de la insercion de los fragmentos de ADN
individuales en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, nimero de catalogo K4500-01) y transfeccion de células de E.
coli con la construccion, se determinaron las correspondientes secuencias de ADN de los insertos plasmidicos.

En conjunto, los esfuerzos combinados descritos con anterioridad se cristalizaron en el ensamblaje de una
secuencia gendmica que abarca los codones de iniciacion y terminacion de traduccion del gen para la MMT de
cebada de la vc. Prestige (SEC ID NO: 3). A través de la alineacion de ADNc y secuencias genomicas; es decir, la
alineacion de la SEC ID NO: 3 con la SEC ID NO: 1, se determin6 que el gen de la cebada para la MMT —tal como
se ilustra en la FIG. 9— incluye 12 exones (en total, 3267 pb) separados por 11 intrones (en total, 3192 pb). La
secuencia de aminoacidos derivada para la MMT de la vc. Prestige se ilustra en la FIG. 10 y se lista como la SEC ID
NO: 6. Salvo para Pro157—Ala y Met985—Tyr en la secuencia de aminoacidos derivada, mencionada con
anterioridad, para la MMT de la vc. Prestige, len comparacién con la de la vc. Haruna Nijo (n.° de referencia de
GenBank AB028870; SEC ID NO: 2) reveld la identidad completa (FIG. 11).
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Tabla 2. Cebadores para amplificacion de la secuencia genémica codificante de la MMT de cebada.

NUm. del conjunto | Extremos del | Cebador directo Cebador inverso

del cebador producto de la PCR* (secuencia de ADN 5'—3')** (secuencia de ADN 5'—3')***

1 1-1462 ATGGCTGCGGCGGCGGGG | CCTTCGAAGGGCACCACTTTTC
GACGTGG (SEC ID NO: 37) TGC (SEC ID NO: 43)

2 1268-2214 AGGATTCCAGCAAAGAAAG | CTGGAGAGCACAGTAGTTGCT
AAGC (SEC ID NO: 38) CAAG (SEC ID NO: 44)

3 2118-3075 GATTCTTAACCCCAATCCAG | CTGCATAATTTTTGTTTGCCAG
AGGC (SEC ID NO: 39) AGC (SEC ID NO: 45)

4 2886-4409 GGGTTTTGTTGAGGACCAA | TACACCATTTGAGCTTGGCAGA
TTTGGC (SEC ID NO: 40) CT (SEC ID NO: 46)

5 4301-5188 TGCTGCTTTCGTGAACTTAT | AAAATGGAGGCGTTTACTGCA
T (SEC ID NO: 41) GAA (SEC ID NO: 47}

6 5130-6459 CATATGGATCTGGACCGCA | CTAGTTGCTACCATTCACCTTA
GCTTCTT (SEC ID NO: 42) GCACC (SEC ID NO: 48)

*) Numeracion de pares de bases como la de la secuencia gendémica para la MMT (SEC ID NO: 3; véase también

la FIG. 9).

**) Secuencia en el extremo 5’ del fragmento listado en la columna rotulada “extremos del producto de la PCR”.

**) Secuencia complementaria en el extremo 3' del fragmento indicado en la columna rotulada “extremos del

producto de la PCR”.

Tabla 3. Cebadores para la amplificacion de la secuencia de ADNc codificante de la MMT de la cebada.

NUm. del conjunto | Extremos del Cebador directo Cebador inverso

del cebador producto de RT-PCR* | (secuencia de ADN 5'—3’)** (secuencia de ADN 5'—3')***

7 1-69 ATGGCTGCGGCGGCGGGG | GTACGCCGCGTCGCCCGACG
GACGTGG (SEC ID NO: 49) (SEC ID NO: 57)

8 1-170 ATGGCTGCGGCGGCGGGG | CCGCCGGCGGCGAAGCGCCG
GACGTGG (SEC ID NO: 50) (SEC ID NO: 58)

9 1-200 ATGGCTGCGGCGGCGGGG | GTGCGGAAGCACTCGAGCCC
GACGTGG (SEC ID NO: 51) (SEC ID NO: 59)

10 1-221 ATGGCTGCGGCGGCGGGG | CGTGGATGCGGAAGTGGAAG
GACGTGG (SEC ID NO: 52) (SEC ID NO: 60)

11 1-247 ATGGCTGCGGCGGCGGGG | CTTGGAGGTGGGGGTCGAGGA
GACGTGG (SEC ID NO: 53) CGACG (SEC ID NO: 61)

12 131-200 GGCTCCTCGGCGCCGTGC | GTGCGGAAGCACTCGAGCCC
GACGGCG (SEC ID NO: 54) (SEC ID NO: 62)

13 131-221 GGCTCCTCGGCGCCGTGC | CGTGGATGCGGAAGTGGAAG
GACGGCG (SEC ID NO: 55) (SEC ID NO: 63)

14 131-247 GGCTCCTCGGCGCCGTGC | CTTGGAGGTGGGGGTCGAGGA
GACGGCG (SEC ID NO: 56) CGACG (SEC ID NO: 64)

*) Numeracién de pares de bases como la de la secuencia genémica para la MMT (SEC ID NO: 3).

**) Secuencia en el extremo 5’ del fragmento indicado en la columna rotulada “extremos del producto de la PCR”.
**) Secuencia complementaria en el extremo 3' del fragmento indicado en la columna rotulada “extremos del
producto de la RT- PCR”.

Ejemplo 9

El gen codificante de la MMT del Mutante 8063 de cebada muta en el sitio de corte y empalme 5' del intron 5

El contenido de SMM en las plantulas de cebada del Mutante 8063 es extremadamente bajo o esta ausente (ejemplo
3), en linea con la ausencia de la actividad de la MMT (ejemplo 4). Sobre la base de este hallazgo, se investigo si las
sustituciones de base en el gen codificante de la MMT fueron causadas por el tratamiento con mutagen de NaN3
original de las pepitas de cebada. En consecuencia, se intenté amplificar, clonar y secuenciar dicho gen del Mutante
8063 a fin de establecer la base molecular para su fenotipo con MMT nula.

Una vez que se amplificé con 6 conjuntos de cebadores la secuencia de nucleétidos del gen de tipo silvestre para la
MMT de la vc. Prestige (Tabla 2; detallada en el ejemplo 8), se condujo una metodologia similar para el Mutante
8063 de cebada. En resumen, se extrajo el ADN gendmico del mutante y se insertaron fragmentos amplificados y
especificos del gen de la MMT del mismo en el vector pCR2.1-TOPO (/nvitrogen, nimero de catalogo K4500-01), se
clonaron, se secuenciaron, se unieron (SEC ID NO: 8) y finalmente se compararon con el de la cebada de tipo
silvestre. No se identificé mutacion en la parte codificante de la proteina del gen para la MMT. No obstante, len
comparacion con las secuencias de intrones de los genes mutantes y de tipo silvestre reveld una transicion de base
G—A en la primera base del intron 5 (nucledtido num. 3076 de la SEC ID NO: 8). Dicha base es parte del sitio de
corte y empalme 5' del intron 5 y afecta el procesamiento del ARN primario del gen, es decir, el corte y empalme del
ARN (Sinibaldi y Mettler, 1992; véase también la FIG. 12).
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Para evaluar las posibles funciones de la mutacion de base respecto de la perturbacion del corte y empalme normal
de genes en el gen codificante de MMT del Mutante 8063, se llevo a cabo un analisis detallado del ARN derivado del
mutante a fin de detectar los intermediarios de corte y empalme. Se eligié esta metodologia porque las alteraciones
en el dinucledtido GT 5' de los intrones pueden generar la acumulacion de los intermediarios de corte y empalme
(Lai et al., 1999).

Para amplificar los fragmentos de interés, los analisis siguieron las recomendaciones provistas para uso de un kit
para RT-PCR (RT-PCR OneStep de Qiagen, numero de catalogo 210212). Como molde se us6 1 ug de ARN total de
los brotes de hojas de las plantulas de 4 dias de crecimiento de la vc. Prestige y Mutante 8063, purificadas, tal como
se describio en el ejemplo 8. Usando el conjunto de cebadores 15 (Tabla 4), se disefio la reaccion de RT-PCR para
amplificar la region génica que abarca el exén 3 y el exon 7 de los transcritos para la MMT de tipo silvestre de la vc.
Prestige y Mutante 8063 (FIG. 12A). Después de la amplificacion, se resolvieron los productos de reaccion por
electroforesis en un gel de agarosa al 1% (FIG. 12B).

El examen de los productos amplificados revelé solamente una unica banda de la reaccion con el ARN de tipo
silvestre (FIG. 12B). Se separ6 del gel, se purificd usando los componentes del kit Qiaexl// (Qiagen, niumero de
catalogo 20051), se insert6 en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, nimero de catalogo K4500-01), se clond y se
secuencio. Los analisis demostraron la presencia de un fragmento de 882 pb (Producto 1 en la FIG. 12B, C; SEC ID
NO: 9), caracterizada por una secuencia idéntica a la que abarca las bases 442 a 1323 del ADNc de longitud
completa para la MMT de la cebada de tipo silvestre (SEC ID NO: 4). Sobre la base de este hallazgo, el corte y
empalme alternativo se considera irrelevante para la expresion de genes de tipo silvestre.

Una reacciéon de RT-PCR como la descrita en el parrafo anterior, salvo por la aplicacion de ARN de molde purificado
del Mutante 8063, generd tres fragmentos de ADN especificos denominados: Producto 2, Producto 3, Producto 4 en
la FIG. 12B, cada uno de ellos diferente en longitud del Producto 1 amplificado usando ARN de tipo silvestre (FIG.
12B). Por consiguiente, el procesamiento previo de ARNm se obstruye por la mutacién de base uUnica en el sitio de
corte y empalme 5' del intron 5 en el gen para la MMT del Mutante 8063. Este episodio impide por completo el uso
de dicho sitio de corte y empalme 5', pero activa el uso de sitios de corte y empalme ocultos adicionales.

A fin de tratar la causa molecular subyacente para lograr el objeto mencionado con anterioridad, se prepararon tres
fragmentos de PCR en el Mutante 8063, cada uno para la secuenciacion de ADN, usando un procedimiento como el
descrito con anterioridad en el ejemplo 8 para las bandas de ADN derivadas de la PCR de la vc. Prestige. El
fragmento mas grande fue de 1089 pb de longitud (Producto 2 en la FIG. 12C; SEC ID NO: 10) y se encontré que
incluia todo el intron 5, mientras que el Producto 3 (FIG. 12C; SEC ID NO: 12) y el Producto 4 (FIG. 12C; SEC ID
NO: 14) eran de 955 pb y 810 pb de longitud, respectivamente; por ende, mas cortos que el fragmento de 882 pb del
ARN de tipo silvestre (véase descripcion anterior). El analisis de secuencia de ADN del Producto 3 reveld un sitio de
corte y empalme oculto en el medio del intrén 5, mientras que el del Producto 4 estaba en el exén 5 (FIG. 12D).

También fue un hallazgo importante de los analisis de secuencia de ADN para descubrir los codones de terminacion
prematura de la traduccién en el Producto 2 [TGA en posicion 3088-3090 de acuerdo con la numeracion de base del
ADN gendémico de la cebada, vc. Prestige (SEC ID NO: 3)], Producto 3 [TGA en posicion 3088-3090 de acuerdo con
la numeracion de base del ADN genémico de la cebada, vc. Prestige (SEC ID NO: 3)] y Producto 4 [TGA en posicion
3289-3291 de acuerdo con la numeracion de base del ADN gendmico de la cebada, vc. Prestige (SEC ID NO: 3)],
que produjeron 315, 315 y 289 proteinas traducidas de longitud de aminoacidos, respectivamente. La FIG. 12C
proporciona unen comparacion grafica y un resumen de los resultados de la secuenciacion del Producto 1, Producto
2, Producto 3 y Producto 4, mientras que las ilustraciones en las FIG. 12D y FIG. 12E proporcionan datos
especificos sobre las bases especificas implicadas en los eventos de corte y empalme alternativo.

Tabla 4. Cebadores para detectar corte y empalme alternativo del gen codificante de MMT de la cebada.

Num. del conjunto | Extremos del producto | Cebador directo Cebador inverso

del cebador de la RT-PCR* (secuencia de ADN 5'—3')** | (secuencia de ADN 5'—3’)***

15t 442-1323 GTTTATGGTCTGGATATAA | AAATCCAGCAACAAGATT
ACCCMG (SEC ID NO: 65) CCGGAAA (SEC ID NO: 67)

16% 246-933 AGGATTCCAGCAAAGAAA | CTGCATAATTTTTGTTTGC
GAAGC (SEC ID NO: 66) CAGAGC (SEC ID NO: 68)

1 Para RT-PCR con uso del molde de ARN del Mutante 8063.

1 Para RT-PCR con uso del molde de ARN del Mutante 14018.

*) Numeracion de pares de bases como la de ADNc para la MMT (SEC ID NO: 14).

**) Secuencia en el extremo 5’ del fragmento indicado en la columna rotulada “extremos del producto de la
PCR’.

***) Secuencia complementaria en el extremo 3' del fragmento indicado en la columna rotulada “extremos del
producto de la PCR”.
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Ejemplo 10
Plasmido de expresion codificante de la MMT de tipo silvestre
A raiz de las siguientes dos observaciones:

(i) las células de E. coli carecen de MMT y de la habilidad para sintetizar la SMM (Thanbicher et al., 1998);
(i) la MMT de la planta se puede sintetizar en E. coli (Tagamount et al., 2002);

la expresion heterdloga de la MMT de la cebada mutada o truncada en la bacteria mencionada con anterioridad
posibilita una forma novedosa para simular —o confirmar— su falta de actividad enzimatica. Como la MMT
recombinante la de la cebada de tipo silvestre de E. coli servia como control positivo en dichos experimentos, una
tarea fue disefiar y construir un plasmido de expresion de E. coli para la expresion heterdloga de la MMT de la
cebada.

Para amplificar las secuencias relevantes, primero se extrajo el ARN total de los brotes de hojas de las plantulas de
4 dias de crecimiento de la vc. Prestige (tal como se detallé en el ejemplo 9) y se usé 1 ug del mismo como molde
en una reaccion estandar de RT-PCR, salvo que se agregd el conjunto de cebadores 17 a la mezcla de reaccion
(Tabla 5). El producto amplificado se insert6 en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen), lo que origind el plasmido
pCR2.1-TOPO-MMT. Después de la clonacion del plasmido, se secuencié el inserto entero (SEC ID NO: 5) y se
comparo con el de la vc. Prestige (SEC ID NO: 4). Se identificaron tres diferencias del nucleétido inducidas por PCR
en el producto clonado (T1310—A, T2954—C y G3031—A), posibilitando las sustituciones de aminoacidos de la
MMT Leu437—His, Tyr985—Met y Gly1011—Ser (tal como se determiné al comparar la SEC ID NO: 6 y la SEC ID
NO: 7). No se esperaba que ninguno de los cambios de aminoacidos comprometiera la accién de la MMT
recombinante de alguna forma relevante para la presente solicitud. Esta conclusién se basé en el hallazgo de que la
proteina expresada era activa y podia ser reconocida por los anticuerpos anti-MMT (véase el ejemplo 12).

A continuacion, se cort6 el pCR2.1-TOPO-MMT con Ndel-EcoRl, lo que produjo un fragmento 5 de Ndel-EcoRI de
569 pb y un fragmento 3' de EcoRI de 2699 pb. El fragmento 5' se insert6 en el vector de expresion Ndel-EcoRI-
alineado pET19b (Novagen, nimero de catalogo 69677-3) y en el sitio EcoRI del plasmido resultante se insert6 en el
fragmento 3’ de 2699 pb, lo que generd asi el plasmido de generacion pET19b-MMT (FIG. 13A). Este plasmido de
expresion codifica la MMT enlazada a una His-tag N-terminal (MGHHHHHHHHHH; SEC ID NO: 9) y un sitio de
enteroquinasa (SSGHIDDDDKH; SEC ID NO: 70).
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Ejemplo 11
Plasmidos de expresion que codifican MMT truncadas del Mutante 8063

El gen codificante de la MMT del Mutante 8063 del ejemplo 9 mostré que contenia una transicion de base G—A en
el sitio de corte y empalme 5' del intrén 5, lo que activé asi dos sitios de corte y empalme ocultos que generaron la
expresion de tres transcritos anormales (véase la FIG. 12B, C), cada uno de los cuales contenia un coddén de
terminacion prematura.

Para confirmar que los transcritos mutantes codifican MMT no funcionales, cada marco de lectura abierto
correspondiente se amplifico y se insertd en un vector de expresion de E. coli, tal como se describe a continuacion.
Es notable que dos de los transcritos ensamblados en forma alternativa —especificamente aquellos que brindan el
Producto 2 y el Producto 3 (FIG. 12B)— codifiquen proteinas idénticas. Por consiguiente, solamente dos plasmidos
de expresion fueron suficientes para determinar si los genes anormalmente ensamblados del Mutante 8063 de
cebada codifican las enzimas MMT funcionales.

Conocer la secuencia de los productos empalmados ocultos en el Mutante 8063 (véase la FIG. 12D), hizo posible
amplificar las partes del gen relevantes a partir del plasmido de expresion pET19b-MMT, cuya construccion se
detalla en el ejemplo 10. El conjunto de cebadores 18 —tal como se enumera en la Tabla 6— se us6 para amplificar
las partes 3' de los genes como fragmentos Sacll-BamHI del Producto 2 (SEC ID NO: 27) y el Producto 3 (SEC ID
NO: 28). Posteriormente, se intercambiaron con el correspondiente fragmento de pET19b-MMT (véase FIG. 13A), lo
que genero los plasmidos de expresion pET19b-line8063-Prod2 (FIG. 13B) y pET19b-line8063-Prod3 (FIG. 13C).
Las reacciones que se llevaron a cabo en paralelo utilizaron el conjunto de cebadores 19 (Tabla 6), para generar el
plasmido de expresion pET19b-line8063-Prod4 (FIG. 13D; la SEC ID NO: 29 listé la secuencia del Producto 4 para la
clonacion), disefiado para la sintesis de una MMT truncada correspondiente a la relacionada con el Producto 4
(véase la FIG. 12B).

La FIG. 13E brinda unen comparacion detallada de las secuencias de aminoacidos de la MMT de tipo silvestre con
los productos truncados codificados por el Mutante 8063.

Tabla 6. Cebadores para la amplificacion de los fragmentos de ADN del Mutante 8063 (para las construcciones de
plasmidos)

NUm. del | Extremos del | Producto final | Secuencia del cebador**
conjunto del | producto de la | (SEC ID NO:) | (secuencia de ADN 5 —3’)
cebador PCR*
1-27 27y 28 Directo:
GGCCGCGGGGCTCGAGTGCTTCCGCAC
18 (SEC ID NO: 73)
736-781 Inverso:
GGATCCTCAAAGAATTGCTATCTGCATAATTTTTGTTT
GCCAGAGC (SEC ID NO: 74)
1-27 29 Directo:
GGCCGCGGGGCTCGAGTGCTTCCGCAC
19 (SEC ID NO: 75)
667-703 Inverso:
GGATCCTTAGCAGCCTTGTCCTGGCCGGCCTCCCATG
(SEC ID NO: 76)
*) Los numeros se refieren a los nimeros de nucleétidos en el correspondiente SEC ID NO:, tal como se
enumera en la columna de al lado.
**) El subrayado simple se usa para marcar los sitios de Sacll y BamHI| del cebador directo y a,
respectivamente. El subrayado doble indica los codones de terminacion.

Ejemplo 12
Las formas de MMT recombinantes del Mutante 8063 son inactivas

Para verificar que las formas de extraccion de MMT del Mutante 8063 sean inactivas a nivel enzimatico, las células
E. coli de la cepa BL21 se transformaron por separado con los plasmidos pET19b, pET19b-MMT, pET19b-line8063-
Prod3 y pET19b-line8063-Prod4 (véase la FIG. 13) y posteriormente se propagaron durante la noche en un caldo de
cultivo Luria estandar (LB), que contenia ampicilina. Se agregé una alicuota de 1,25 ml de cada cultivo a 100 ml de
LB fresco y se incubd a 37 °C hasta que la densidad celular alcanzé DOegoo = 0,6. A este punto, se agrego 40 pl de
IPTG 1 M a fin de inducir la expresion de la proteina heteréloga. Después de la incubacion durante toda la noche a
20 °C, las células de los cultivos individuales se precipitaron por centrifugacion durante 20 minutos a 4000 rpm, a 4
°C. Cada sedimento celular se resuspendi6 en 5 ml de H,O, luego se aplicé a varios ciclos de congelacion y
descongelacion y eventualmente se incubd durante 30 minutos a 37 °C en presencia de ~750 unidades/L de
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nucleasa (Sigma, nimero de catalogo E8263-25KU), para reducir la viscosidad de la muestra. Después de una
centrifugacion de 30 minutos de duracion a 4000 rpm, a 4 °C, para separar las proteinas solubles en células
(definidas como las proteinas en fase liquida) de las proteinas insolubles (definidas como las proteinas en el
sedimento), se lavo el sedimento adicionalmente al resuspenderlo en 2 ml de H>O con un contenido de 1 mg de
isozima. Después de la incubacién de 5 minutos de duracidon a temperatura ambiente, la muestra se diluyé por
adicion de 15 ml de H2O. Tres ciclos similares de lavado y precipitacion se llevaron a cabo antes de que se
extrajeran las proteinas de los cuerpos de inclusion en el sedimento con 1 ml de un tampén Tris-Cl de 50 mM —pH
8,0— con un contenido de urea de 7 M, 2 mM de B-mercaptoetanol.

Para evaluar la actividad de la MMT, se transfirid 50 ul de las muestras que contenian proteinas solubles en células
(tal como se definieron en el parrafo anterior) a 250 pl de un tampoén K-fosfato de 25 mM —pH 6,0— que contenia
0,4 mM de AdoMet, 10 mM de Met, 1 mM de DTT, 0,1 mg/ml de BSA. Después de la incubacion durante 1 hora a 50
°C, las muestras se filtraron y se dejaron reaccionar alicuotas de 10 pyl con OPA, tal como se detall6 en el ejemplo 2.
Luego siguio el analisis de los niveles de SMM, tal como se describié en dicho ejemplo, con los resultados resumidos
en la FIG. 14A. Solamente el extracto de las células transformadas con pET19b-MMT origind un pico del
cromatograma del mismo tiempo de retencion que el del estandar de la SMM. Por consiguiente, la ausencia de picos
similares en los cromatogramas de las células transformadas con pET19b-line8063-Prod3 y pET19b-line8063-Prod4
indica que el Mutante 8063 carece de la capacidad de generar MMT activa.

Se realizd un experimento separado destinado a verificar que el Mutante 8063 carece de la capacidad de generar
MMT activa, de longitud completa. Se separaron muestras de 5 pl de proteinas solubles en células y muestras de 10
pl de proteinas derivadas del sedimento de los extractos de E. coli mencionados con anterioridad mediante
electroforesis estandar y se sondaron con un anticuerpo anti-MMT policlonal de conejo dirigido contra un antigeno
peptidico de 15 residuos de longitud de la MMT de la cebada [véase la FIG. 13E (el tramo de la secuencia marcado
con asteriscos); la preparacion de anticuerpo anti-MMT policlonal de 12 ml purificada por afinidad se adquirié a
Invitrogen (Proyecto num. L0402801K; animal nim. C7511) y se us6 en analisis de transferencia de Western
estandares a una dilucion de 1:1000 (FIG. 14B, C)].

En detalle, las proteinas mencionadas con anterioridad se cargaron en 10% de SDS-gel poliacrilamida y se
separaron por electroforesis a 150 V durante 75 minutos, después de lo cual las proteinas se transfirieron a una
membrana de floruro de polivinilideno (Immobilon-P, Millipore) mediante un aparato de transferencia o electroblotting
(Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad) que funcioné a 2,5 mAmp por cm? (maximo de 25 V). Los
Transblots® se colocaron durante 1 hora a 25 °C en tampoén de bloqueo [1x solucién salina tamponada en fosfato
(PBS, Phosphate-Buffered Saline), 1% de BSA]. Se extrajo la solucion de bloqueo y se colocd la membrana en una
solucién de anticuerpo anti-MMT durante 1 hora. Posteriormente, la membrana se enjuagd con 1xPBS y se incubd
durante 1 hora en una solucién de fosfatasa alcalina IgG anticonejo de cabra (Sigma). Después de la incubacion
mencionada con anterioridad, la membrana se enjuagdé en 1xTBS, seguido de la visualizacion de las bandas de
proteinas después de la incubaciéon usando nitroazul de tetrazolio y 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (Sigma).
Finalmente, el gel se enjuagd en agua para detener la reaccion de la fosfatasa.

La preparacion del anticuerpo anti-MMT —tal como se describié con anterioridad— se usé para sondar los blots de
las proteinas solubles en células y proteinas derivadas del sedimento de las células E. coli transformadas con
pET19b-MMT (FIG. 14B, C; lineas marcadas como “2"), pET19b-line8063-Prod3 (FIG. 14B, C; lineas marcadas
como “3"), pET19b-line8063-Prod4 (FIG. 14B, C; lineas marcadas como “4”) y pET19b (FIG. 14B, C; lineas
marcadas como “5”). A pesar de las diferencias en los patrones de banda generales de las proteinas solubles en
células y proteinas derivadas del sedimento (estas ultimas generalmente aparecen como una mancha de bandas de
proteinas que comienza en la parte superior del gel y se extienden de manera descendente hasta la parte inferior del
mismo), la MMT de longitud completa se reconocié como una banda proteinica que migra junto con la proteina
marcadora de 120 kDa (lineas marcadas como “1”) en los extractos de células transformadas con pET19b-MMT. Se
espera que las formas inactivas de la proteina MMT de las células transformadas con pET19b-line8063-Prod3 y
pET19b-line8063-Prod4 correspondan a las bandas tefidas intensamente en la region del blot entre 30 kDa y 40
kDa. Es notable que la banda proteinica con tincion de 80 kDa no derive de la MMT ya que también aparece en los
extractos de las células de control negativo transformadas con el vector pET19b.

Sobre la base de los resultados experimentales con la expresion heteréloga de las formas de MMT —tal como se
describio con anterioridad— y disefiados para generar formas de MMT recombinantes de la cebada de tipo silvestre
y el Mutante 8063, se concluyé que solamente la MMT de tipo silvestre —no las formas de MMT en dicho mutante—
es activa. Por lo tanto, la capacidad de catalizar la conversion de Met a la SMM del precursor de DMS se restringe a
la cebada de tipo silvestre, en contraposicién con el Mutante 8063.

Ejemplo 13

Sistemas de monitoreo para el Mutante 8063 de la cebada

Ademas del ensayo bioquimico para la deteccion de pepitas de cebada del Mutante 8063 (véase el ejemplo 2), el
presente ejemplo describe un método genético disefiado para identificar pepitas mutantes o productos de las
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mismas. Con las modificaciones adecuadas conocidas para la persona entendida en la técnica, el método también
se puede aplicar para detectar si un determinado producto vegetal se prepara usando el Mutante 8063 de la cebada.
El ensayo se baso en un analisis para detectar polimorfismo de nucleétido tnico (SNP), especificamente la mutacion
G—A en posicion 3076 del gen para la MTT en el Mutante 8063, tal como se ilustra en la FIG. 15 y con
caracteristicas de los conjuntos de cebadores de oligonucleétidos enumerados en la Tabla 7.

Un producto de la PCR de 271 pb —con la secuencia dada como SEC ID NO: 33— se genera cuando el conjunto de
cebadores num. 20 se aplica en una reaccion con el ADN gendmico de la cebada de la vc. Prestige como molde,
mientras que no se amplifica ningun producto cuando del ADN genémico del Mutante 8063 sirve como molde —en
este Ultimo caso simplemente porque no existe formacion de pares de bases entre el extremo 3' del cebador inverso
y el molde (FIG. 19A). No obstante, un producto de la PCR de 271 pb se obtiene con el conjunto de cebadores num.
21 en una amplificacién por PCR con el ADN gendémico del Mutante 8063 (SEC ID NO: 34; FIG 19A), ya que el
cebador inverso tiene una coincidencia de secuencia completa con el molde. El conjunto de cebadores nim. 22, que
consiste de cuatro de los cebadores mencionados con anterioridad, enumerados para los conjuntos de cebadores
num. 20 y 21 —dos para la amplificacion de un fragmento que contiene la mutacion G3076—A en el gen para la MMT
del Mutante 8063 y dos para la mutacion G1462—A en el gen para la MMT del Mutante 14018 (SEC ID NO: 36,
véase ejemplo 17)- se disefia para monitorear la presencia de un gen para la MMT mutado que contiene ambas
mutaciones de nucleotidos mencionadas con anterioridad.

Cada una de las amplificaciones por PCR mencionadas con anterioridad se realiza a nivel experimental como una
reaccion de la polimerasa RedTaq de 50 pl (Sigma, nimero de catalogo D6063), que consiste de 200 ng de ADN
gendémico y 50 a 100 pmol de cada cebador de un conjunto de cebadores especificos (Tabla 7). Después de la
amplificacién en un ciclador para PCR estandar (1 minuto a 95 °C; luego 30 ciclos de: 94 °C, 60 segundos; 64 °C, 30
segundos; 72 °C, 30 segundos; finalizando con 10 minutos a 72 °C), se aplicé una alicuota de 25 ul de la muestra a
electroforesis estandar sobre un gel de agarosa al 2 %. Tal como se ilustra en la FIG. 15C, la PCR con el ADN
gendémico de la vc. Prestige en presencia del conjunto de cebadores nim. 20 y el conjunto de cebadores num. 21
produce un fragmento de ADN de 271 pb o bien no produce ningun fragmento, respectivamente. La PCR con el ADN
gendémico del Mutante 8063 en presencia del conjunto de cebadores nim. 20 y el conjunto de cebadores num. 21 no
produce ningun fragmento o bien produce un fragmento de ADN de 271 pb, respectivamente. En esos casos donde
este ultimo resultado se obtiene por una PCR con el ADN genémico de un grano de cebada de identidad
desconocida, existe una alta probabilidad de que el ADN de molde sea idéntico al del Mutante 8063. Otros intentos
por sustentar esta conclusion incluyen los analisis para evaluar los niveles de SMM (véase el ejemplo 2) y la
actividad de la MMT (véase el ejemplo 4).

Una forma separada para verificar que el Mutante 8063 carezca de MMT implica el andlisis de transferencia de
Western, que usa el procedimiento técnico y el anticuerpo anti-MMT, tal como se detallé en el ejemplo 3. En
términos practicos, las pepitas de la vc. Prestige y del Mutante 8063 germinaron a 20 °C durante 4 dias, seguido de
homogenizacién separada de un grano de tipo silvestre y un grano mutante, cada una en 250 yl de H20. Después de
la centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 minutos, se mezclé 15 yl de cada sobrenadante con 5 pl de tampdén de
carga de SDS, se hirvid durante 5 minutos, se cargd sobre 12 % de SDS-gel poliacrilamida, se separd por
electroforesis, se sometié a transferencia electroblotting y eventualmente se sondd con el anticuerpo anti-MMT
policlonal (FIG. 15D). Una banda proteinica de MMT distinta de 120 kDa se reconocié con facilidad en el extracto de
la vc. Prestige, mientras que ninguna proteina inmunoreactiva del Mutante 8063 migré junto con la proteina
marcadora de 120 kDa. Por consiguiente, el andlisis de transferencia de Western mencionado con anterioridad es
util para chequear si las pepitas de cebada germinantes producen MMT o carecen de esta capacidad. Otras
evaluaciones moleculares y bioquimicas se pueden emplear para confirmar si un determinado grano deriva del
Mutante 8063.

37



ES 2586 616 T3

40d el op 01onpo.d |ap sowalixa, BPE|NI0J BULLINIOD B| US EPEDIPUI Ojuawbel) [ap ,£ OWSJIXS [ Ud elIejuawa|dwod BIoUSN9S (,yxxx
" 4Dd €| op 01onpo.d [ap SOWaJIX8, BPEINJO] BUWN|OD B| US OPEDIpUI Ojuswbel) |9p ,G OWaAXd |8 US BIOUBNIDS (4yxx

‘(61 :ON Al D3S) 8L0¥ L e [9p LA €] eled eojwouab ejpouandas el ap |8 owod aseq ap saled ap UQIDBIOWNN (4«

(8 :ON Al D3S) £908 e\ [9p LIAIN €] eled eojwouab ejousndas e| ap | owod aseq ap saled ap UQIOBISWNN (.

(€ :ON al D3S) LN | eJed eoiwouab aijsanfis odi} 8p BIOUSNISS B| 8p [© OWO0 aseq ap saJted ap ugioesswny (,

(8 :ON Al 93S) LYVYIIDLOOVOVVYIVYOOIVLD (08 :ON Al 93S) OVILLIDIVIILIVOVIILYIOD 9F | xxx E8VL-LOEL
(€8 :ON Al 93S) 1V10911VVOVVYVILOVILOVIDLIVYD (64 :ON Al D3S) OLLDDIDLLIDVIILIVDD ¥€| «LOLE-LE8T z2
(28 :ON Al 93S) 1VL10911VVOVVYVILOVILOVIDLIVYD (82 :ON Al D3S) OLLDDIDLLIDVIILIVDD P€| «x LOLE-LEST ¥4
(L8 :ON Al 93S) IVLODLIVVOVVYVILIVILOVIOLIVYD (L2 :ON Al D3S) 91199221 109VIILIVDD €e| «l0LE-1€82 0z
«d0d Jopeqed
wexxx( £.G NAV Op e10usnoss) wxx(,£.G NAV 8p B1OUBN08S) | (:ON Al O3S) | el 8p opnpoud | [op ojunfuood
0SJaAU| Jopege) 0J08lIp JOopEeda) | |eul} 0}ONPOoId | [9p sowalixg |op "wnN

€908 SJUEIN| [9p INS 9P UQIo08)ep e eled saiopeqa) */ eljqel

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2586 616 T3

Ejemplo 14

El gen codificante de la MMT del Mutante 14018 de la cebada se muta en el sitio de corte y empalme 5' del
intrén 2

Siguiendo el hallazgo de los niveles extremadamente bajos de SMM, o directamente nada de SMM, en los extractos
del Mutante 14018 de las pepitas de cebada germinantes, la planta se someti6 a analisis bajo las mismas
condiciones experimentales que las detalladas para el Mutante 8063 en el ejemplo 9 anterior. No obstante, el
material vegetal de tipo silvestre en este caso se obtuvo de la vc. Sebastian, ya que fue utilizado para mutagénesis
con NaNj3 en el lote de pepitas que comprendian el Mutante 14018. Los experimentos para identificar la mutacion,
que causaron el fenotipo con MMT nula, se disefiaron y se llevaron a cabo tal como se describe en el presente
documento a continuacion.

En primer lugar, se realizdé unen comparacion con las distintas secuencias de ADN gendmico para el gen codificante
de la MMT de la vc. Sebastian (SEC ID NO: 16) para la secuencia de ADN gendémico; SEC ID NO: 17 para la
secuencia de ADNc; SEC ID NO: 18 para la secuencia de ADNc traducida; en todos los casos con secuencias
idénticas a las de la vc. Prestige tal como se describe en el ejemplo 8 en el presente documento) y el Mutante 14018
(SEC ID NO: 19, para la secuencia genodmica y SEC ID NO: 20, 21, 23, 25 para las secuencias de ADNCc),
concentrandose en las regiones que abarcan los codones de iniciacién y terminacion de la traduccion. Se identificd
una transicion de base G—A en la parte del gen secuenciada del Mutante 14018, especificamente en un sitio de
corte y empalme dador inmediatamente cadena abajo del exén 2 en la primera base del intron 2, mas
especificamente en el nucledtido num. 1462 y consecuentemente se anticipd para afectar el procesamiento de ARN
primario del transcripto génico (FIG. 16).

En segundo lugar, al utilizar el conjunto de cebadores 16 (Tabla 4), se disefid y establecié una reacciéon RT-PCR
para amplificar la region génica que abarcaba el exén 2 y el exén 5 del gen codificante de la MMT de la vc.
Sebastian y del Mutante 14018 (FIG. 16A). Después de la amplificacion del ADN, los productos de reaccion se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa; el resultado se ilustra en la FIG. 16B. De manera similar a la descrita
para el Mutante 8063 en el ejemplo 9, el ARN de tipo silvestre de la vc. Sebastian produjo un fragmento de PCR —
Producto 5 en la FIG. 16B— que, en longitud y secuencia de ADN (véase SEC ID NO: 20) fue idéntico al que abarca
las bases 246 a 933 del ADNc de longitud completa para la MMT de cebada de tipo silvestre (SEC ID NO: 17). Este
resultado destaca nuevamente que el corte y empalme alternativo no es una caracteristica de la expresion génica de
tipo silvestre.

En tercer lugar, el ARN de molde purificado del Mutante 14018 se utilizé en una reaccion de PCR, que genero tres
fragmentos especificos —denotados como Producto 6 (SEC ID NO: 21), Producto 7 (SEC ID NO: 23) y Producto 8
(SEC ID NO: 25) en la FIG. 16B, C— que fueron diferentes en longitud y secuencia del producto amplificado del
molde de tipo silvestre. Esta observacion sugiere que la mutacion unica en el sitio de corte y empalme 5' del intrén 2
en el gen para la MMT del Mutante 14018 obstruye el procesamiento previo de ARNm mediante la eliminacién del
sitio de corte y empalme normal pero, en cambio, activa el uso de sitios de corte y empalme adicionales ocultos. En
este aspecto, tanto para el Producto 6 como para el Producto 7, se identificé un sitio de corte y empalme oculto en el
intrén 2, mientras que el del Producto 8 estaba en el exdn 2. Se proporciona unen comparacion grafica en la FIG.
16C de los resultados de secuenciacion mencionados con anterioridad.

Ademas, los analisis de secuencia de ADN revelaron codones de terminacién prematura de la traduccién en el
Producto 6 [TAG en las bases 1579-1581 de acuerdo con la numeracién de base del ADN genémico de la cebada,
de la vc. Sebastian (SEC ID NO: 16)], Producto 7 [TAA en las bases 1840-1842 de acuerdo con la numeracion de
base del ADN gendémico de la cebada, de la vc. Sebastian (SEC ID NO: 16)] y Producto 8 [TGA en las bases 1916-
1918 de acuerdo con la numeracion de base del ADN genémico de la cebada, de la vc. Sebastian (SEC ID NO: 16)],
que produjeron proteinas traducidas de una longitud de 186, 180 y 163 aminoacidos, enumeradas como SEC ID NO:
22, SEC ID NO: 24 e SEC ID NO: 26, respectivamente. Junto con los resultados descritos con anterioridad para el
Mutante 8063 (FIG. 12D, E), las ilustraciones de la FIG. 16D, E brindan datos especificos sobre la naturaleza de las
bases especificas implicadas en los eventos de corte y empalme alternativo.

Ejemplo 15
Plasmidos de expresion para la sintesis de MMT truncadas del Mutante 14018

El razonamiento y la estrategia de construccion de los plasmidos de expresion que dirigen la sintesis de las tres
versiones recombinantes truncadas de la MMT derivada del Mutante 14018 fueron como los que se describieron en
el ejemplo 11 para el Mutante 8063. En resumen, el fin experimental fue verificar que los eventos de corte y
empalme aberrante del Mutante 14086 generaran transcritos que codifiquen MMT inactivas. Los tramos génicos
recombinantes deberian codificar, por consiguiente, las proteinas cuyas secuencias —enumeradas en SEC ID NO:
22, SEC ID NO: 24, e SEC ID NO: 26— reflejan los eventos de corte y empalme aberrante que generan el Producto
6, el Producto 7 y el Producto 8 (véase la FIG. 16B, C).
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El hecho de emplear el plasmido pET19b-MMT (véase el ejemplo 10) como molde en tres PCR estandares
consecutivas con los conjuntos de cebadores nim. 23, 24 y 25 (Tabla 8), generd un fragmento amplificado de 394
pb (SEC ID NO: 30). El mismo se digirid6 con Sacll-BamHI y se ligéo con el fragmento grande Sacll-BamHI del
pET19b-MMT (FIG. 17A), lo que origind el plasmido de expresion pET19b-line14086-Prod6 (FIG. 17B), disefiado
para la sintesis de una MMT truncada correspondiente al Producto 6, tal como se ilustré en la FIG. 16B.

Al utilizar el mismo procedimiento que se describié con anterioridad en el presente documento para el fragmento de
394 pb —pero ahora con los conjuntos de cebadores con los numeros 23, 24 y 26 en tres amplificaciones por PCR
consecutivas (Tabla 8— se generd un fragmento de 376 pb (SEC ID NO: 31), que, ante la digestion con Sacll-
BamHI, se ligé con el fragmento grande Sacll-BamHI del pET19b-MMT (FIG. 17A), lo que origind el plasmido de
expresion pET19b-line14086-Prod7 (FIG. 17C). Este plasmido de expresion se disefid para la sintesis de una MMT
truncada correspondiente a la que originé el Producto 7, tal como se ilustra en la FIG. 16B.

En un experimento en paralelo —realizado de manera similar al descrito con anterioridad para el pET19b-MMT, pero
con los conjuntos de cebadores num. 27 y 28 (Tabla 8)— se amplificé un fragmento de 325 pb (SEC ID NO: 32) que,
ante la digestion con Sacll-BamHI, se ligdé con el fragmento grande Sacll-BamHI del pET19b-MMT (FIG. 17A), lo que
origind el plasmido de expresion pET19b-line14086-Prod8 (FIG. 17D) para la sintesis de una MMT truncada
correspondiente al Producto 8 (véase FIG. 16B).

Tabla 8. Cebadores para la amplificacion de los fragmentos de ADN del Mutante 14018 (para construcciones

plasmidicas)
Num. del | Secuencia del cebador** Extremos del | Producto final
conjunto del | (secuencia de ADN 5'—3’) producto de | (SEC ID NO:)
cebador la PCR**
23 Directo: 1-27

GGCCGCGGGGCTCGAGTGCTTCCGCAC
(SEC ID NO: 85)

Inverso:
CGAGATAAGATAAATATCTACGGAACAAGAGG | 245-307 30
TGCCAATCTTCGAAGGGCACCACTTTTCTGC
(SEC ID NO: 86)

24 Directo: 1-27
GGCCGCGGGGCTCGAGTGCTTCCGCAC
(SEC ID NO: 87)
Inverso:
AACCTGAGTAAATGTCTAACTTCTGCAGGTCC 285-354 30
CATGTTTGCAACAAACGAGATAAGATAATATCT
ACGG

(SEC ID NO: 88)

25 Directo: 1-27
GGCCGCGGGGCTCGAGTGCTTCCGCAC
(SEC ID NO: 89)

Inverso:
GGATCCCTACTGGCAGACACCTAAAAGTTTCA | 329-394 30

(SEC ID NO: 90)
26 Directo: 1-27 31
GGCCGCGGGGCTCGAGTGCTTCCGCAC
(SEC ID NO: 91)

Inverso:
GGATCCTTATATCCAGACCATAAACCTGAGTAA | 329-376
ATGTCTAACTTCTGC
(SEC ID NO: 92)
27 Directo: 1-27

GGCCGCGGGGCTCGAGTGCTTCCGCAC
(SEC ID NO: 93)

Inverso:
AGGTTTATCCATGCAATICTTGATAQCTCTTGGG | 198-277 32

TTTATATCCAGACCATAAACCATTGCCACATCC
CAGCTCTGCTACTG (SEC ID NO: 94)
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Num. del | Secuencia del cebador** Extremos del | Producto final
conjunto del | (secuencia de ADN 5'—3’) producto de | (SEC ID NO:)
cebador la PCR**

28 Directo: 1-27

GGCCGCGGGGCTCGAGTGCNCCGCAC
(SEC ID NO: 95}

Inverso:
GGATCCTTATAGATTIGGGAGACCATCGTCGTC | 246-325 32
TAGTGCATTCAAGTAAAGGTTTATCCATGCAAT
CTTGATAGCTCTTGG (SEC ID NO: 96}

*) Nétese que el mismo cebador directo, con el sitio Sacll subrayado, se utiliza en todas las reacciones.
Para los cebadores inversos, las extensiones 5' sin hibridar al ADN de molde, se indican con un
subrayado ondeado; los sitios BamHI se ilustran en italica y los codones de terminacion de traduccion
complementarios en negrita.

**) Los numeros se refieren a los numeros de nucledtidos en los correspondientes SEC ID NO:
enumerados en la columna de al lado

Ejemplo 16
Las formas de MMT recombinantes del Mutante 14018 son inactivas

Se condujo el procedimiento del ejemplo 12 reemplazando los construcciones derivados del Mutante 8063 por los
del Mutante 14018. Se transformaron las bacterias E. coli con pET19b-line14018-Prod6, pET19b-line14018-Prod7 y
pET19b-line14018-Prod8 (FIG. 17A a D, con la correspondiente alineacion de aminoacidos ilustrada en la FIG. 17E)
—pero los experimentos excluyeron los analisis de transferencia de Western ya que el anticuerpo anti-MMT descrito
en el ejemplo 12 se generd contra un tramo de secuencia ausente en la parte especifica del Mutante 14018 de la
MMT.

Ninguno de los extractos de las bacterias transformadas revel6 la capacidad de generar SMM (FIG. 18), de manera
que la misma argumentacion que la provista en el ejemplo 12 anterior sienta las bases para la conclusion de que el
Mutante 14018 de cebada genera enzimas MMT no funcionales, que carecen de la capacidad catalitica para formar
la SMM, precursora de DMS.

Ejemplo 17
Sistemas de monitoreo para el Mutante 14018 de la cebada

Ademas del ensayo bioquimico de deteccion de pepitas de cebada del Mutante 14018 (véase el ejemplo 2), el
presente ejemplo describe un método genético que se disefd para identificar las pepitas mutantes o los productos
vegetales preparados del Mutante 14018 de la cebada. Se basa en el analisis para detectar polimorfismo de
nucledtido Unico (SNP), especificamente la mutacion G—A en posicion 1462 del gen para la MTT en el Mutante
14018, tal como se ilustra en la FIG. 19 y con caracteristicas de los conjuntos de cebadores de oligonucledtidos
enumerados en la Tabla 9.

Un producto de PCR de 121 pb, con la secuencia dada como SEC ID NO: 35, se genera cuando el conjunto de
cebadores num. 29 se usa en una reaccion con el ADN genémico de la cebada de la vc. Sebastian como molde,
mientras que no se amplifica ningun producto cuando el ADN gendmico del Mutante 14018 sirve como molde —en
este Ultimo caso, simplemente porque no existen pares de base entre el extremo 3' del cebador inverso y el molde
(FIG. 19B). No obstante, se obtiene un producto de PCR de 121 pb con el conjunto de cebadores num. 30 en una
amplificacion de PCR con ADN gendmico del Mutante 14018 (SEC ID NO: 36), ya que el cebador inverso tiene una
coincidencia de secuencia completa con el molde (FIG. 19B). El conjunto de cebadores nim. 31, que consiste en los
cuatro cebadores mencionados con anterioridad listados para los conjuntos de cebadores nim. 29 y 30 —dos para la
amplificacion de un fragmento que contiene la mutacion G1462—A en el gen para la MMT del Mutante 14018 (es
decir, SEC ID NO: 36) y dos para la mutacion G3076—A en el gen para la MMT del Mutante 8063 (es decir, SEC ID
NO: 34; véase el ejemplo 9)- se disefia para monitorear la presencia de un gen para la MMT mutado que contiene
ambas mutaciones de nucledtidos mencionadas con anterioridad.

Cada una de las amplificaciones por PCR mencionadas con anterioridad se realiza a nivel experimental como una
reaccion de polimerasa RedTaq de 50 pl (Sigma, ndmero de catalogo D6063), que consiste de 200 ng de ADN
gendémico y 50 a 100 pmol de cada cebador de un conjunto de cebadores especificos (Tabla 7). Después de la
amplificacion en un ciclador para PCR estandar (1 minuto a 95 °C; luego, 30 ciclos de: 94 °C, 60 segundos; 64 °C,
30 segundos; 72 °C, 30 segundos; finalizando con 10 minutos a 72 °C), se sometié una alicuota de 25 pl de la
muestra a electroforesis estandar sobre gel de agarosa al 2 %. Tal como se ilustra en la FIG. 19 C, la PCR con el
ADN gendmico de la vc. Sebastian en presencia del conjunto de cebadores nim. 29 y del conjunto de cebadores
nam. 30 produjo un fragmento de ADN de 121 pb y no produjo ningun fragmento, respectivamente. La PCR con el
ADN gendmico del Mutante 14018 en presencia del conjunto de cebadores num. 29 y del conjunto de cebadores
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nam. 30 no produjo ningun fragmento y produjo un fragmento de ADN de 123 pb, respectivamente. En aquellos
casos donde este ultimo resultado se debe a una PCR con ADN gendmico de un grano de cebada de identidad
desconocida, existe una alta probabilidad de que el ADN de molde sea idéntico al del Mutante 14018. Otros intentos
de sustentar la conclusion incluyen los analisis para evaluar los niveles de SMM (véase el ejemplo 2) y la actividad
de la MMT (véase el ejemplo 4).

Una forma separada para verificar que el Mutante 14018 carezca de MMT implica analisis Western Blot, usando el
procedimiento técnico y el anticuerpo anti-MMT, tal como se detallé en el ejemplo 3. En términos practicos, las
pepitas de la vc. Sebastian y del Mutante 14018 se germinaron a 20 °C durante 4 dias, seguido de homogenizacion
separada de la pepita de tipo silvestre y de la pepita mutante, cada una en 100 pl de H;O. Después de la
centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 minutos, se mezcld 15 pl de cada sobrenadante con 5 ul de tampon de carga
SDS, se hirviéd durante 5 minutos, se cargd en 12 % de SDS-gel poliacrilamida, se separd por electroforesis, se
sometid a transferencia electroblotting y eventualmente se sondoé con el anticuerpo anti-MMT policlonal (FIG. 15D).
Una banda proteinica MMT distinta de 120 kDa se reconocié con facilidad en el extracto de la vc. Sebastian,
mientras que ninguna proteina inmunoreactiva del Mutante 14018 migré junto con la proteina marcadora de 120
kDa. Por consiguiente, el método de analisis de transferencia de Western mencionado con anterioridad es util para
chequear si las pepitas de cebada germinantes producen MMT o carecen de esta capacidad. Otras evaluaciones
moleculares y bioquimicas se pueden emplear para confirmar si un determinado grano deriva del Mutante 14018.
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Tabla 10. Listado de secuencias

SEQID

Tipo

Descripcion

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

1

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Acido nucleico

Proteina

Acido nucleico

Acido nucleico

Acido nucleico

Proteina
Proteina

Acido nucleico

Acido nucleico

Acido nucleico

Proteina

Acido nucleico

Proteina

Acido nucleico

Proteina

Acido nucleico

Acido nucleico

Proteina

Acido nucleico

Acido nucleico

ADNc de la cebada de la vc. Haruna Nijo, que abarca los
codones de iniciacion y terminacion del gen de la MMT. ADNc,
marco de lectura abierto para la MMT. Secuencia extraida de
GenBank, n.° de ref. AB028870.

Secuencia para la MMT de la cebada de la vc. Haruna Nijo,
traducida de la SEC ID NO: 1.

ADNg de la cebada de la vc. Prestige, secuencia gendmica que
abarca los codones de iniciacion y terminaciéon del gen para la
MMT.

ADNCc de la cebada de la vc. Prestige, que abarca los codones
de iniciacién y terminacion del gen para la MMT, secuencia de
ADNCc del marco de lectura abierto para la MMT.

ADNc reclonado de la cebada de la vc. Prestige; ADNc
reclonado del marco de lectura abierto para la MMT que abarca
los codones de iniciacion y terminacion del gen para la MMT,
pero que contiene tres mutaciones (véase el Ejemplo 10).
Utilizada para expresion heterologa de la MMT de la cebada en
E. coli.

Secuencia para la MMT de la cebada de la vc. Prestige,
traducida de la SEC ID NO: 4

Secuencia para la MMT de la cebada, vc. Prestige, traducida de
SEC ID NO: 5, utilizada para la sintesis de la MMT en E. coli.
ADNg de la cebada del Mutante 8063, Secuencia gendmica
para la MMT que abarca los codones de iniciacion y terminacion
del gen para la MMT.

Secuencia de fragmento amplificado por RT-PCR de la cebada,
vc. Prestige, correspondiente al Producto 1 en la FIG. 12B, C.
Secuencia de fragmento amplificado por RT-PCR del Mutante
8063 de cebada, correspondiente al Producto 2 en la FIG. 12B,
C.

Secuencia entera traducida, derivada de ARN no ensamblado
del Mutante 8063; dicho ARN funciona como molde en la
amplificacién por RT-PCR, lo que forma el Producto 2 en la FIG.
12B, C.

Secuencia de fragmento amplificado por RT-PCR del Mutante
8063 de cebada, correspondiente al Producto 3 en la FIG. 12B,
C.

Secuencia entera traducida, derivada de ARN no ensamblado
del Mutante 8063; dicho ARN funciona como molde en la
amplificacién por RT-PCR, lo que forma el Producto 3 en la FIG.
12B, C.

Secuencia de fragmento amplificado por RT-PCR del Mutante
8063 de cebada, correspondiente al Producto 4 en la FIG. 12B,
C.

Secuencia entera traducida, derivada de ARN no ensamblado
del Mutante 8063; dicho ARN funciona como molde en la
amplificacién por RT-PCR, lo que forma el Producto 4 en la FIG.
12B, C.

ADNg de la cebada de la vc. Sebastian. Secuencia gendmica
para la MMT que abarca los codones de iniciacion y terminacion
del gen para la MMT

ADNCc de la cebada de la vc. Sebastian, secuencia del ADNc del
marco de lectura abierto para la MMT que abarca los codones
de iniciacion y terminacion del gen para la MMT.

Secuencia para MMT de la cebada de la vc. Sebastian,
traducida de la SEC ID NO: 17

ADNg de la cebada del Mutante 14018. Secuencia gendmica
para la MMT que abarca los codones de iniciacion y terminacion
del gen para la MMT.

Secuencia de fragmento amplificado por RT-PCR de cebada de
la vc. Sebastian, correspondiente al Producto 5 en la FIG. 16B,
C.
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SEQID

Tipo

Descripcion

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

Acido nucleico

Proteina

Acido nucleico

Proteina

Acido nucleico

Proteina

Acido nucleico

Acido nucleico

Acido nucleico

Acido nucleico

Acido nucleico

Acido nucleico

Acido nucleico

Acido nucleico

Acido nucleico

Acido nucleico

Acido nucleico

Secuencia de fragmento amplificado por RT-PCR del Mutante
14018 de cebada, correspondiente al Producto 6 en la FIG.
16B, C.

Secuencia entera traducida, derivada de ARN no ensamblado
del Mutante 14018; dicho ARN funciona como molde en la
amplificacién por RT-PCR, lo que forma el Producto 6 en la FIG.
16B, C.

Secuencia de fragmento amplificado por RT-PCR del Mutante
14018 de cebada, correspondiente al Producto 7 en la FIG.
16B, C.

Secuencia entera traducida, derivada de ARN no ensamblado
del Mutante 14018; dicho ARN funciona como molde en la
amplificacién por RT-PCR, lo que forma el Producto 7 en la FIG.
16B, C.

Secuencia de fragmento amplificado por RT-PCR del Mutante
14018 de cebada, correspondiente al Producto 8 en la FIG.
16B, C.

Secuencia entera traducida, derivada de ARN no ensamblado
del Mutante 14018; dicho ARN funciona como molde en la
amplificacién por RT-PCR, lo que forma el Producto 8 en la FIG.
168B, C.

Fragmento Sacll-BamHI del Producto 2 (FIG. 12B, C) — con un
sitio BamHI introducido directamente cadena abajo del codon
de terminaciéon de traduccion — para la construccion del
plasmido de expresion pET19b-line8063-Prod2 (véase la FIG.
13B).

Fragmento Sacll-BamHI del Producto 3 (FIG. 12B, C) - con un
sitio BamHI introducido directamente cadena abajo del codon
de terminaciéon de traduccion — para la construccion del
plasmido de expresion pET19b-line8063-Prod3 (véase la FIG.
13C) (idéntica al SEC ID NO: 27).

Fragmento Sacll-BamHI del Producto 4 (FIG. 12B, C) —con un
sitio BamHI introducido directamente cadena abajo del codon
de terminacidon de traduccion— para la construccion del
plasmido de expresion pET19b-line8063-Prod4 (véase el FIG.
13D).

Fragmento Sacll-BamHI del Producto 6 (FIG. 16B, C) —con un
sitio BamHI introducido directamente cadena abajo del codon
de terminacidon de traduccion— para la construccion del
plasmido de expresion pET19b-line14018-Prod6 (véase la FIG.
17B).

Fragmento Sacll-BamHI del Producto 7 (FIG. 16B, C) —con un
sitio BamHI introducido directamente cadena abajo del codon
de terminacién de traduccion— para la construccion del
plasmido de expresion pET19b-line14018-Prod7 (véase la FIG.
17C).

Fragmento Sacll-BamHI del Producto 8 (FIG. 16B, C) —con un
sitio BamHI introducido directamente cadena abajo del codon
de terminacién de traduccion— para la construccion del
plasmido de expresion pET19b-line14018-Prod8 (véase la FIG.
17D).

Fragmento de la PCR generado de ADN gendémico de la vc.
Prestige, amplificado usando el conjunto de cebadores num. 20
(véase la Tabla 7).

Fragmento de la PCR generado de ADN gendmico del Mutante
8063, amplificado usando el conjunto de cebadores num. 21
(véase la Tabla 7).

Fragmento de la PCR generado de ADN gendémico de la vc.
Sebastian, amplificado usando el conjunto de cebadores num.
29 (véase la Tabla 9).

Fragmento de la PCR generado de ADN gendmico del Mutante
14018, amplificado usando el conjunto de cebadores nim. 30
(véase la Tabla 9).

Cebador directo para la amplificacion de la secuencia genémica
codificante de la MMT de la cebada.
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SEQID Tipo Descripcion

NO: 38 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacion de la secuencia genémica
codificante de la MMT de la cebada

NO: 39 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacion de la secuencia genémica
codificante de la MMT de la cebada.

NO: 40 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacion de la secuencia genémica
codificante de la MMT de la cebada.

NO: 41 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacion de la secuencia genémica
codificante de la MMT de la cebada.

NO: 42 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacion de la secuencia genémica
codificante de la MMT de la cebada.

NO: 43 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacion de la secuencia
genodmica codificante de la MMT de la cebada.

NO: 44 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacion de la secuencia
genodmica codificante de la MMT de la cebada.

NO: 45 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacion de la secuencia
genodmica codificante de la MMT de la cebada.

NO: 46 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacion de la secuencia
genodmica codificante de la MMT de la cebada.

NO: 47 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacion de la secuencia
genodmica codificante de la MMT de la cebada.

NO: 48 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacion de la secuencia
genodmica codificante de la MMT de la cebada.

NO: 49 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada

NO: 50 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada

NO: 51 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada.

NO: 52 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada.

NO: 53 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada.

NO: 54 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada

NO: 55 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada

NO: 56 Acido nucleico Cebador directo para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada.

NO: 57 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada.

NO: 58 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificaciéon de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada

NO: 59 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada

NO: 60 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada

NO: 61 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada

NO: 62 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacion de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada

NO: 63 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada

NO: 64 Acido nucleico Cebador inverso para la amplificacién de la secuencia de ADNc
codificante de la MMT de la cebada

NO: 65 Acido nucleico Cebador directo para detectar el corte y empalme alternativo del
gen codificante de la MMT de la cebada.

NO: 66 Acido nucleico Cebador directo para detectar el corte y empalme alternativo del
gen codificante de la MMT de la cebada.

NO: 67 Acido nucleico Cebador inverso para detectar el corte y empalme alternativo
del gen codificante de la MMT de la cebada.

NO: 68 Acido nucleico Cebador inverso para detectar el corte y empalme alternativo
del gen codificante de la MMT de la cebada.

NO: 69 Péptido His-tag

NO: 70 Péptido Sitio de la enteroquinasa
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SEQID

Tipo

Descripcion

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

NO:
NO:

71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
08
99
100
101
102

103
104

Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico
Acido nucleico

Acido nucleico
Acido nucleico

Cebador directo para amplificar la secuencia codificante de
proteinas del gen para la MMT de la cebada.

Cebador inverso para amplificar la secuencia codificante de
proteinas del gen para la MMT de la cebada.

Cebador directo para la amplificacion de los fragmentos de ADN
del Mutante 8063

Cebador inverso para la amplificacion de los fragmentos de
ADN del Mutante 8063

Cebador directo para la amplificacion de los fragmentos de ADN
del Mutante 8063

Cebador inverso para la amplificacion de los fragmentos de
ADN del Mutante 8063

Cebador directo para la deteccion SNP del Mutante 8063
Cebador directo para la deteccion SNP del Mutante 8063
Cebador directo para la deteccion SNP del Mutante 8063
Cebador directo para la deteccion SNP del Mutante 8063
Cebador inverso para la deteccion SNP del Mutante 8063
Cebador inverso para la deteccion SNP del Mutante 8063
Cebador inverso para la deteccion SNP del Mutante 8063
Cebador inverso para la deteccion SNP del Mutante 8063
Cebador directo para la amplificacion de los fragmentos de ADN
del Mutante 14018

Cebador inverso para la amplificacion de los fragmentos de
ADN del Mutante 14018

Cebador directo para la amplificacion de los fragmentos de ADN
del Mutante 14018

Cebador inverso para la amplificacion de los fragmentos de
ADN del Mutante 14018

Cebador directo para la amplificacion de los fragmentos de ADN
del Mutante 14018

Cebador inverso para la amplificacion de los fragmentos de
ADN del Mutante 14018

Cebador directo para la amplificacion de los fragmentos de ADN
del Mutante 14018

Cebador inverso para la amplificacion de los fragmentos de
ADN del Mutante 14018

Cebador directo para la amplificacion de los fragmentos de ADN
del Mutante 14018

Cebador inverso para la amplificacion de los fragmentos de
ADN del Mutante 14018

Cebador directo para la amplificacion de los fragmentos de ADN
del Mutante 14018

Cebador inverso para la amplificacion de los fragmentos de
ADN del Mutante 14018

Cebador directo para la detecciéon SNP del Mutante 14018
Cebador directo para la detecciéon SNP del Mutante 14018
Cebador directo para la detecciéon SNP del Mutante 14018
Cebador directo para la detecciéon SNP del Mutante 14018
Cebador inverso para la deteccion SNP del Mutante 14018
Cebador inverso para la deteccion SNP del Mutante 14018
Cebador inverso para la deteccion SNP del Mutante 14018
Cebador inverso para la deteccion SNP del Mutante 14018

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Carlsberg Breweries A/S
Heineken Supply chain B.V.

<120> Bebidas derivadas de cebada y malta con bajo nivel de DMS

<130> P1600PC00

<160> 104

<170> PatentIn version 3.4
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50

<210>1

<211> 3267

<212> ADN

<213> Cebada, vc. Haruna Nijo

<400> 1
atggctgcgg cggcggggga cgtggaggcg ttcctggcgg cgtgccaggc gtcgggcgac 60
gcggcgtacyg gcgccgccaa ggccgtgctyg gagcggetcg aggcgccgge cacgcgegcc 120
gaggccaggc ggctcctcgg cgccgtgcga cggegcttcg C€cgccggegg <ccggecgeg 180
gggctcgagt gettccgcac cttccacttc cgcatccacg acgtcgtoct cgacccccac 240
ctccaaggat tccagcaaag aaagaagcta acaatgatgg agatacccag cattttcatt 300
ccagaagact ggtcattcac tttctacgag ggtctcaacc ggcatccaga ttccatcttc 360
agggataaga cagtagcaga gctgggatgt ggcaatggtt ggatatccat tgcacttgca 420
gaaaagtggt gcccttcgaa ggtttatggt ctggatataa acccaagacc tatcaagatt 480
gcatggataa acctttactt gaatgcacta gacgacgatg 9tctcccaat ctatgatgcg 540
gaggggaaaa cattgcttga cagagtcgaa ttctatgaat ctgatcttct ttcttactgt 600
agagataaca agatagaact tgatcgcatt gttggatgca taccacagat tcttaacccc 660
aatccagagg caatgtcaaa gattgtaact gaaaattcaa gtgaggagtt cttgtactcc 720
ttgagcaact actgtgctct ccagggtttt gttgaggacc aatttggcct cgggttgatt 780
gctcgggctg ttgaagaagyg gatatctgtg ataaagccta gtggtcttat ggtattcaac 840
atgggaggcc ggccaggaca aggtgtctgt gagcgcctat ttcttcgeccg tggatttcgce 900
atcaataagc tctggcaaac aaaaattatg caggctgccg acacagacat ctccgcttta 960
gttgaaattg agaaaaatag ccggcatcgc ttcgagttct ttatggatct tgttggggat 1020
cagcctgtgt gtgcgcgcac agcatgggca tacatgaaat ctggtggccg catttcacat 1080
gctttgtctg tgtatagctg tcaacttcgc cagcccaacc aggtgaagaa aatarttgag 1140
ttccttaaag acggattcca tgaagtcagc agctccctcg atttgtcctt tgatgatgat 1200
tctgttgctg atgaaaaaat tcctttccta gcatacctag ctagtttctt gcaagagaat 1260
aagtctaatc cttgtgagcc tccagctgga tgtttaaatt tccggaatct tgttgctgga 1320
tttatgaaga gttaccacca catcccatta actcctgata atgttgttgt gttcccatcc 1380
cgtgctgttg caatcgaaaa tgctcttcgg ttgttctcac ctggacttgc aattgttgac 1440
gaacacctaa ccagacactt gcccaagcaa tggttaacat ctttagcaat tgaggaaagt 1500
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aaccatgcta aagatacagt aactgtaatc gaagcaccac gccaatcaga tttgctgatt 1560
gagttgatca ggaaactgaa gccccaggit gttgttactg gcatggctca gtttgaggct 1620
atcaccagtg ctgctttcgt gaacttatta agtgtaacga aagatgttgg ttcccgatta 1680
ttactagata tttcagaaca tctggaattg tctagtctgc caagctcaaa tggtgtattg 1740
aaatatcttg ctgggaagac cctgccttca catgcggcta tattgtgtgg cttagttaag 1800
aatcaggttt attctgatct ggaagttgct tttgctatct ctgaagatcc aactgtttat 1360
aaggcattgt cacaaactat tgagctattg gaaggacata ¢ttctgtgat cagccagcac 1920
tattatggtt gtcttttcca tgagctgctg gcatttcaaa ttggtgaccg gcatccacaa 1980
caagagagag aacctgcaga agtgatatct aaggagatga tagggttttc aagttcagct 2040
atgtccaccc tagaaggagc tgagtttttc gttcctggtt ccatggaatc cggtgtcata 2100
catatggatc tggaccgcag cttcttgcca gtaccttctg cagtaaacgc ctccattttc 2160
gaaagttttg ttcgtcagaa catcactgat tCtgaaactg atgtccgttc cagcattcag 2220
cagctggtga aagatagcta tggtttctca gcaggcggtg cttctgaaat'tatatacggg 2280
aacacctgtc tcgcgetctt caacaagett gttctttgct gcatgcaaga acagggcace 2340
ttgcttitcc ccttgggaac caacgggcat tatgtcaacg cagcaaagtt tgtgaatgca 2400
accaccttga ctattccaac gaaggcagat tcaggcttca agatcgaacc aagtgctcta 2460
gccgacacac tagagaaggt gtctcagccg tgggtctata tttctggecc cacaatcaac 2520
cctactggct tcectgtacag tgacgacgat atagcagage tgectttetgt ctgtgcgaca 2580
tacggagcca gggtggtgat agatacctcc tcctctggtc tggagttcca agccaccgge 2640
tgcagccagt ggaatttgga aagatgtctt tctaatgtca agtcttcaaa gccctcgttc 2700
tccgttgtce tgctcggaga getgtccttt gagctgacca cggctggget tgatttcggg 2760
tttctgatta tgagcgactc gtccttggtt gacacatttt'acagtttccc aagcttgagt 2820
cggccacaca gcacgttgaa gtacactttc anaagctgt tgggtcttaa gaaccagaag 2880
gatcagcatt tctctgatct catccttgag cagaaggaga cgttgaagaa tcgtgccgac 2940
cagttgatca agatgcttga gagttgcggc tgggacgctg tgggctgcca tggcggcatc 3000
tcgatgcttg caaaaccgac c<gcctacatt ggcaaatcgc tcaaggtgga cggcetttgag 3060
ggcaagctgg acagccacaa catgagggaa gccctcctga ggtccaccgg getgtgcatt 3120
agcagcagcg ggtggacagg ggtgccggac tactgccget tcagetttgc tctggagage 3180
ggcgacttcg accgggccat ggagtgcatc gcccggttca gggagctggt ccttggtgge 3240
ggtgctaagg tgaatggtag caactag 3267

<210> 2

<211> 1088

<212> PRT

<213> Cebada, vc. Haruna Nijo

<400> 2
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Met Ala Ala Ala Ala Gly Asp val Glu Ala pPhe Leu Ala Ala Cys GIn
Pagina 2

52



Ala

Leu

val

Phe

65

Leu

ser

Asn

Gly

Pro

145

Ala

Ile

Glu

Arg

Met

225

Leu

Leu

Pro

ser

Glu

Arg

50

Arg

GIn

Arg

Cys

130

ser

Trp

Tyr

ser

Ile

210

Ser

Ser

Gly

Ser

Gly

Ala

35

arg

Thr

Gly

Phe

His

115

Gly

Lys

Ile

Asp

Asp

val

Lys

Asn

Leu

Asp

20

Pro

arg

Fhe

rPhe

Ile

100

Pro

As5n

val

Asn

Ala

130

Leu

Gly

Ile

Tyr

Ile

260

Leu

Ala

Ala

Phe

His

Gin

85

Pro

Asp

Gly

Tyr

Leu

165

Glu

Leu

Cys

val

Cys

245

Ala

Met
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Ala Tyr
Thr Arg
Ala Ala
55
Phe Arg

70

Gln Arg

Glu Asp

ser Ile

Trp Ile

Gly Leu

150

Tyr Leu

Gly Lys

Ser Tyr

Ile Pro

215

Thr Glu
230
Ala Leu

Arg aAla

val pPhe

Gly

Ala

40

Gly

Ile

Lys

Trp

Phe

120

ser

ASp

AsSn

Thr

Cys

GlIn

Asn

Gln

val

Asn
280

53

Ala

25

Glu

Gly

His

Lys

Ser

105

Arg

Ile

Ile

Ala

Leu

185

Arg

Ile

ser

Gly

Glu

265

Met

10

Ala

Ala

Pro

Asp

Leu

90

Phe

Asp

Ala

Asn

Leu

170

Leu

ASp

Leu

ser

Phe

250

Glu

Gly

Lys

Arg

Ala

val

75

Thr

Thr

Lys

Leu

Pro

155

Asp

Asp

ASn

Ash

va'l

Gly

Gly

Ala

Arg

Ala

60

val

Met

Phe

Thr

Ala

140

Arg

Asp

Arg

Lys

Pro

220

Glu

Glu

Ile

Arg

val

Leu

Gly

Leu

Met

Tyr

val

125

Glu

Pro

ASD

val

Ile

205

Asn

Phe

Asp

Ser

Pro
285

Leu
30

Leu
Leu
Asp
Gtu
Glu
110

Ala

LysS

Gly

Glu

190

Glu

Pro

Leu

Gln

val

270

Gly

15

Glu

Gly

Glu

Pro

Ile

95

Gly

Glu

Trp

Lys

Leu

175

Phe

Leu

Glu

Tyr

Phe

255

Ile

Gln

Arg

Ala

Cys

His

80

Pro

Leu

Leu

Cys

Ile

160

Pro

Tyr

AsSp

Ala

Ser

240

Gly

Lys

Gly



val

Leu

LYS

Leu

Gly

Ser

Leu

AsSn

Pro

Ile

465

Glu

Ile

Pro

Glin

Ala
545

290

Gln

Glu

val

Ser

val

Gin

Phe

Leu

450

Glu

His

Glu

Arg

val

530

Phe

Glu

Thr

Ile

[X¥F ]

L —
g

Gln

His

ala

Glu

Arg

Thr

Asn

Leu

Glu

val

Arg

Lys

Glu

Pro

Glu

Asp

Asn

420

AsSn

Pro

Ala

Thr

ser

500

Ser

val

Asn

Leu

Ile

Arg

Asn

val

Glu

Lys

Leu

AsSp

Leu

Arg

Asn

Asp

Thr

Leu
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Phe

Met

310

Asn

Pro

Ile

Gln

Ser

390

Lys

ser

val

Asn

Arg

His

His

Leu

Gly

Leu
295
Gln
Ser
val
Ser
val
375
ser
Ile
ASh
Ala
val
455
Leu
Leu
Ala
Leu
Met

533

ser

Arg

ATa

Arg

Cys

His

360

Lys

ser

Pro

Pro

Gly

val

Phe

Pro

Lys

Ile

520

Ala

val

54

Arg

Ala

His

Ala

345

Ala

Lys

Leu

Phe

425

Phe

val

ser

Lys

Gln

Thr

Gly

Asp

Arg

Arg

Leu

Ile

Asp

Leu

410

Glu

Met

Phe

Pro

Gln

490

Thr

Leu

Phe

LyS

Phe

Thr

315

Phe

Thr

Ser

Phe

Leu

395

Ala

Pro

Lys

Pro

Gly

Trp

val

Ile

Glu

Asp
555

Arg

Asp

Glu

Ala

val

Glu

380

S5er

Tyr

Pro

ser

ser

460

Leu

Leu

Thr

Arg

Ala

540

val

Ile
Ile
Phe
Trp
Tyr
Phe
Phe
Leu
Ala
Tyr
ATg
Ala
Thr
val
533
Ile

Gly

Asn

ser

Phe

Ala

350

ser

Leu

ASp

ala

Gly

His

Ala

Ile

Ser

Leu

Thr

Ser

Lys

Ala

Met

335

Tyr

Cys

Lys

ASp

Ser

415

Cys

val

val

Leu

495

Glu

Lys

Ser

Arg

Leu

Leu

320

ASp

Met

Gln

Asp

ASD

400

Phe

Leu

Ile

Ala

ala

Pro

Leu
560



Leu

Asn

Ala

val

GlIn

625

Tyr

Arg

Met

Phe

705

Glu

Ser

Gly

LYS

Leu

785

Thr

Pro

Leu

Gly

Ala

610

Thr

Tyr

His

Ile

Phe

690

Arg

ser

ser

Ala

Leu

770

Gly

Thr

ser

Asp

val

Leu

595

Phe

Ile

Gly

Pro

Gly

val

Sear

Phe

Ile

Ser

755

val

Thr

Leu

Ala

Ile

Leu

580

Cys

Ala

Glu

Cys

Gln

660

Phe

Pro

Phe

val

Glin

740

Glu

Leu

ASD

Thr

Leu
820

ser

565

LyS

Gly

Ile

Leu

Leu

645

Gln

Ser

Gly

Leu

Arg

Glin

Ile

Cys

Gly

Ile

805

Ala
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Glu

Tyr

Leu

ser

Leu

630

Phe

Glu

Ser

ser

Pro

710

Gln

Leu

Ile

Cys

His

790

Pro

ASp

His

Leu

val

Glu

615

Glu

His

Arg

ser

Met

695

val

Asn

val

Tyr

Met

775

Tyr

Thr

Thr

Leu

Ala

Lys

600

Asp

Gly

Glu

Glu

Ala

680

Glu

Pro

Ile

Lys

Gly

760

GIn

val

Lys

Leu

55

Glu

Gly

Asn

Pro

His

Leu

Pro

665

Met

ser

sSer

Thr

Asp

745

Asn

Glu

Asn

Ala

Glu
825

Leu

570

LyS

GlIn

Thr

Thr

Leu
650

Ala

ser

Gly

ala

730

ser

Thr

GIn

Ala

ASp

810

Lys

ser

Thr

val

val

ser

635

Ala

Glu

Thr

val

val

715

Ser

Tyr

Cys

Gly

Ala

795

sSer

val

ser
Leu
Tyr
Tyr
val
Phe
val
L.eu
Ile
700
Asn
Glu
Gly
Leu
Thr
780
Lys

Gly

ser

Leu

Pro

ser

605

LyS

Ile

Gln

Ile

Glu

685

His

Ala

Thr

Phe

Ala

765

Leu

Phe

Phe

GlIn

Pro

ser

590

Asp

Ala

ser

Ile

ser

670

Gly

Met

Ser

Asp

ser

750

Leuy

Leu

val

Lys

Pro
830

Ser

575

His

Leu

Leu

Gln

Lys

Ala

Asp

Ile

val

735

Ala

Phe

Phe

Asn

Ile

815

Trp

ser

Ala

Glu

sSer

His

640

Asp

Glu

Leu

Phe

720

Arg

Gly

Asn

Pro

Ala

800

val
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Tyr Ile Ser Gly Pro Thr Ile Asn Pro Thr Gly Phe Leu Tyr Ser Asp
835 840 845

Asp Asp Ile Ala Glu Leu teu Ser val Cys Ala Thr Tyr Gly Ala Arg
850 855 860

val val ITe Asp Thr Ser Ser Ser Gly Leu Glu Phe Gln Ala Thr Ggly
865 870 875 880

Cys Ser Gln Trp Asn Leu Glu Arg Cys Leu Ser Asn val Lys Ser Ser
885 890 895

Lys Pro Ser Phe ser val val Leu Leu Gly Glu Leu Ser Phe Glu Leu
500 905 910

Thr Thr Ala Gly Leu Asp Phe Gly Phe Leu Ile Met Ser Asp Ser Ser
915 920 925

Leu val Asp Thr Phe Tyr Ser Phe Pro Ser Leu Ser Arg Pro His Ser
930 935 940

Thr Leu Lys Tyr Thr Phe Arg Lys Leu Leu Gly Leu Lys Asn Gln Lys
a4 5 950 a55 960

Asp GIn His Phe Ser aAsp Leu Ile Leu Glu GIn Lys Glu Thr Leu Lys
965 970 975

Asn Arg Ala Asp GIn Leu Ile Lys Met Leu Glu Ser Cys Gly Trp Asp
980 985 990

Ala val Gly Cys His Gly Gly Ile Ser Met Leu Ala Lys Pro Thr Al
995 1000 1005

Tyr ITe Gly Lys Ser Leu Lys Vval Asp Gly Phe Glu Gly Lys Leu
1010 1015 1020

Asp Ser His Asn Met Arg Glu Ala Leu Leu Arg Ser Thr Gly Leu
1025 1030 1035

Cys Ile Ser Ser Ser Gly Trp Thr Gly val Pro Asp Tyr Cys Arg
1040 1045 1050

Phe Ser Phe Ala Leu Glu Ser Gly Asp Phe Asp Arg Ala Met Glu
1055 1060 1065

Cys Ile Ala Arg Phe Arg Glu Leu val Leu Gly Gly Gly Ala Lys
1070 1075 1080

val Asn Gly Ser Asn
1085

56
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57

<210> 3

<211> 6459

<212> ADN

<213> Cebada, vc. Prestige

<400> 3
atggctgegg cggcggggga cgtggaggcg ttcctggegg cgtgecaggc grcgggcgac 60
gcggegtacyg gcgccgccaa ggccgtgetyg gagoggotcyg aggcgocgge cacgegegec 120
gaggccagge gyctectcgg cgecgtgoga cggegettog €Cgoccggecgg cococggecgeg 130
gggctcgagt gcttccgcac cttccacttc cgcarccacg acgtegtect cgacceccecac 240
ctccaaggtt gcccggecce ttocctacac acccgttgte gacccgeatc tetttegocg 300
atctggccgt caaaagcacg cggcttggta gaaatcaage ctgcaatcet gatccgttta 360
tggctggcca gtcgatcagt aatttggcca taactggagt ataaccitgg tctctaatct 420
ctacctgacc atataccgag trggttttct ttcttcttgt ttccgtattt grgtagtttt 480
ttcttrrctt tcgagcatga tgttctttga attaatgcgt accagactcc agtaattcga 540
cattttgaat tttggcgagt gttcttggaa tttataacac aacgaggctt tgatcaagtg 600
gtttatgtag aggagtgttt ttgttcttgt gcaccgtata caattctcta ttteccaaca 660
attttgatgg cctctaagca tcctgtagtc atgtctactg tgtaagctac agatttatctc 720
atgtctatgt gtaagctgca aatggagaga aaagctatct atttggttgt tccagettgt 780
tctttggcag aacaatcctg cccatcctat caccataagt ataaaagcac gacaaatgag 840
tggggcaagc atgctgccaa gctaatacac gacataagct acatattttg aggggcatgt 900
tatctttttt tttcccttct actcagtttc ttctttggga gaacaatcct actcaaccta 960
taatcataag aataaaagca agacagatga gtgctgcaga ctattggecat atataacaac 1020
taaataggac atctgtccge tatatcttta gttaataatt gtatatagac gcagtctttg 1080
tgctggaaaa actgcaacta aatatrtrict tacattatat ggaatctggg tgtgatatga 1140
cttctttgtt acgttttgtg tgcataaagc attaacttct gtctttagtt ggcgcagegg 1200
taaaaacacc cattgcttaa tattttattt gctttccgta gcttgataaa atttcaactg .1260
cttctaggat tccagcaaag aaagaagcta acaatgatgg agatacccag cattttcatt 1320
Cccagaagact ggtcattcac tttctacgag ggtctcaacc ggcatccaga ttccatcttc 1380
agggataaga cagtagcaga gctgggatgt ggcaatggtt ggatatccat tgcacttgca 1440
gaaaagtggt gcccttcgaa ggttggcacc tcttgttccg tagatattta tcttatctcg 1500
tttgttgcaa acatgggacc tgcagaagtt agacatttac tcaggttact ttatatgaaa 1560
crtttaggtg tctgccagta gtctgcrggot ggtctaattt tcttggtata cctgatgccg 1620
tcgagcatat tgctttcaaa ttttgggcaa ggcattacca ccacatattg tttctacaat 1680
gctgaacaat tgctctcctt tgaaaggaag aaaaacaaga atgacatgca ccttagtagt 1740
ttaagccaca aataccagcyg aatcaaatta gtttgcagtc agcttggcat taccttactt 1800
gagccttggt tgttcttttg aaggtttatg gtctggatat aaacccaaga gctatcaaga 1860
ttgcatggat aaacctttac ttgaatgcac tagacgacga tggtcrtccca atctargatg 1920



€gg9aggggaa
gtagagataa
gtttttacca
ttaatatctg
gaaaattcaa
tgagatctat
gagtctccaa
atcctgaaat
atttctcttt
agaaataatg
aggtagttag
ggggttagca
cctgtatgga
tggaattatt
atgataatcc
gctgattgta
attcagggtt
gggatatctg
caaggtgtct
acaaaaatta
ttccatgcca
caatcttcag
aatttttgtt
ctccgcttta
tgttggggat
catttcacat
actctctgat
agaatttcag
ctccctcgat
atacctagct
tttaaatttc
tcctgatgta
agatcaacct
gcaccagaat

gttctcacct

aacattgctt-

caagatagaa
atttcctgtg
cctttcagat
gtgaggagtt
ttaaactcaa
atctetttct
tgactttaca
tccttgtagg
tatgcttrgt
gaacctagga
gtccaaatcc
caaatgtgat
aacagcggta
ttatgccacg
cgattccagce
ttgttgagga
tgataaagcc
gtgagcgcct
tgcaggtagc
gcaacagcat
ctgggcctag
gaggatcatt
gttgaaattg
cagcctgtgt
gcrrtgtcty
tagatcttta
gtgaagaaaa
ttgtcctttg
agtttcttge
cggaatctty
agacttggtg
atttgatgct
gttgttgtgt

ggacttgcaa
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gacagagtcg
cttgatcgca
aatggggatt
tcttaaccec
cttgtactcc
gccattcagt
tttctcaaac
atgcttgttc
catgtygtca
acttatgaca
tggagagcac
acctcaagtt
cagcacccca
tttattttta
aggttacatt
ttccggttgt
ccaatttggc
tagtggtctt
atttctacgc
aattctttga
tatatcctgg
aattttcatc
accaactagt
agaaaaatag
gtgcgcgceac
tgtatagctyg
caacaataat
tatttgagtt
atgatgattc
aagagaataa
ttgcrggartt
tctattgoct
tctcacgtat
tcccatccceg

ttgttgacga

aattctatga
ttgttggatg
atagtcgatc
aatccagagg
ttgagcaact
ttacctgtta
agcaaagaga
ataatctgct
gacctttata
tggttccacc
cgacagtgta
caacctattg
gtctttecta
ccctgtttaa
grattactca
taattttgtt
ctcgggttga
atggtattca
cgtggatttc
gtgactagat
ttagaggaat
taccggctta
tgggtctttg
ccgacatcgce
agcatgggca
tcaacttcgce
atagtaatgt
ccttaaagac
tgttgctgat
gtctaatcct
tatgaagagt
acaattatgt
gcttcatgtg
tgctgttgea

acacctaacc

58

atctgatctt

cataccacag
agaacttgat
caatgtcaaa
actgtgctct
ctaaatggtt
gaagaaaact
tacgaaatat
taagaaaatyg
agtataatca
taatatatat
cataactttt
taaaaatgtc
ttttttcctt
agtcaatatt
atgtttgtga
ttgctcgggc
acatgggagg
gcatcaataa
gttaactaat
atgctctrca
catttttaca
caggctgctyg
ttcgagttct
tacatgaaat
cagcccaacc
caggaataat
ggattccatg
gaaaaaattc
tgtgagcctc
taccaccaca
ttgcttatta
acacrttcctt
atcgaaaatg

agacacttgc

ctttcttact
gtacggtcag
caaaatgccc
gattgtaact
ccaggtgagt
acccatgtca
tttaagttct
gcgtttgaac
aagtttttgt
atttaagtct
atgtcgatag
ggtcttacaa
tgctggaata
tgctaaaaga
tgttactatg
actttygctgce
tgttgaagaa
crggecagga
gctctggcaa
cccagtgttt
tgttgcacac
ttacagaacc
acacagacat
ttatggatct
ctggtggceg
aggtacctat
aataarttgg
aagtcagcag
Ccrtircctagc
cagctggatg
tcccattaac
gaaattcata

TrccLctggt

ctcttcggtt

craagcaatyg

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840

3900

3960
4020



gttaacatct
ggaactgtag
gttattgcca
tcgaagcacc
ttgttgttac
taagtgtaac
tgtctagtct
cacatgcggc
tctagttgaa
acactgttta
tggaagttgc
ttgagctatt
atgagctgct
gcectecttcca
agtggacact
gctgggtact
tgttttccct
aggagatgat
ttcctggtic
taccttctgc
ctgaaaccga
caggcggtgc
ttctttgotg
acgtcaacgc
caggcttcaa
gggtctatat
tagcagagct
cctctggtet
ctaatgtcaa
agctgaccac
acacatttta
ggaagctgtt
agaaggagac

ctgtgtttag

ttagcaattg
aaaatacatg
ttcttctaaa
acgccaatca
tggcatggct
gaaagatgtt
gccaagcetcea
tatattgtgt
ctgttgtgca
aatgtactca
ttttgctatc
ggaéggacat
ggcatttcaa
gttctccatc
cccctcagea
tcgattacac
ctaatgtttg
agggttttca
catggaatcc
agtaaacgcc
tgtccgttcc
ttctgaaatt
catgcaagaa
agcaaagttt
gatcgaacca
ttctggececcc
gctttctgte
ggagttccaa
gtcttcaaag
ggctgggctt
cagtttccca
gagtcttaag
gttgaagaat

gctctctgtt
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aggtactttg
tgttctgtga
tttcaggaaa
gatttgctga
cagtttgagg
ggttcccgat
aatggtgtat

ggcttagtta

tactatatag
tttctttttyg
tctgaagatc
acttctgtga
attggtgacc
tcactcagtt
cgggcaagcet
cacaatgagc
gttgctcttt
agttcagcta
ggtgtcatac
tccatttteg
agcattcagc
atatacggga
cagggcacct
gtgaatgcaa
agtgctctag
acaatcaacc
tgtgcgacat
gccaccggcect
ccctegttet
gatttcgggt
agcttgagtc
daccagaagg
cgtgcecgace

ttcttccecct

accgatactc
agaadaagtt
gtaaccatgc
ttgagttgat
ctatcaccag
tattactaga
tgaaatatct
agaatcaggt
aatatcttga
cttcatttta
caactgttta
tcagccagea
ggcatccaca
ctgtccacaa
agtccatgaa
tcctcaacgt
ttcagagaga
tgtccaccct
atatggatct
aaagttttgt
agctggtgaa
acacctgtct
tgcttttecce
ccaccttgac
ccgacacact
ctactggctt
acggagccag
gcagccagtg
ccgttgtcct
ttctgattat
ggccacacag
atcagcattt
agttgatcaa

gatcagctct

59

ccctetttet
atgctgacaa
taaagataca
caggaaactg
tgctgctttc
tatttcagaa
tgctgggaag
gtgtgtcaat
cttrtatatg
cttgcaggtt
taaggcattg
ctattatggt
acaagaggta
ggtgccgaat
tttggattag
ggtctggttt
acctgcagaa
agaaggagct
ggaccgcagce
tcgtcagaac
agatagctat
cgcgctcttce
cttgggaacc
tattccaacg
agagaaggtg
cctgtacagt
ggtggtgata
gaatttggaa
gctcggagag
gagcgactcg
cacgttgaag
ctctgatctc
ggtatgcctt

ccgatccect

ttctgtgttt
gaatttcgat
gtaactgtaa
dagcctcagg
gtgaacttat
catctggaat
accctgectt
cagcctgaac
tactttagaa
tattctgatc
tcacaaacta
tgtcttitee
aacatggctt
gatctgttca
ttccctctta
atgtttttca
gtgatatcta
gagtttttca
ttcttgccag
atcactgatt
ggtttctcag
aacaagcttg
aacgggcatt
aaggcagatt
tctcagecgt
gacgacgata
gatacctcct
agatgtcttt
ctgtcctttg
tccttggttg
tacacgttca
atccttgagc
ttgggatatc

tacatcctta

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
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60

ggctaatttc agtacttcaa gtttgccacg catttctgac atattctttc ctettgtttt 6120
attttcctgt gatgtgatga acagacgctt gagagctgcg getgggacgc tgtgggctge 6180
catggcggca tctc¢gatgct tgcaaaaccg accgectaca ttggcaaatc gctcaaggtg 6240
gacggctttg agggcaagct ggacagecac aacatgaggg aagccctcect gaggtccace 6300
gggctgtgca ttagcagcag <¢gggtggaca ggggtgccgg actactgccg cttcagettt 6360
gctctggaga gcggegactt cgaccgggec atggagtgca tcgcccggtt cagggagctg 6420
gtccttggtg gcggtgctaa ggtgaatggt agcaactag 6459

<210> 4

<211> 3267

<212> ADN

<213> Cebada, vc. Prestige

<400> 4
atggctgcgg <€ggcggggga cgtggaggcg ttcctggcgg cgtgccaggc gtcgggegac 60
gcggcgtacyg gcgcoccgecaa ggccgtgcectg gageggctcyg aggcocgocgge cacgogogoc 120
gaggccagge ggctcctcgg cgccgtgcga cggcgettcg €cgecggegg €Ccggecgeg 180
gggctcgagt gcttccgcac cttccacttc cgcatccacg acgtcgtcct cgacccccac 240
ctccaaggat tccagcaaag aaagaagcta acaatgatgg agatacccag cattttcatt 300
ccagaagact ggtcattcac tttctacgag ggtctcaacc ggcatccaga ttccatcttc 360
agggataaga cagtagcaga gctgggatgt ggcaatgygtt ggatatccat tgcacttgca 420
gaaaagtggt gcccttcgaa ggtttatggt ctggatataa acccaagagc tatcaagatt 480
gcatggataa acctttactt gaatgcacta gacgacgatg gtctcccaat ctatgatgcg 540
gaggggaaaa cattgcttga cagagtcgaa ttctatgaat ctgatcttct ttcttactgt 600
agagataaca agatagaact tgatcgcatt gttggatgca taccacagat tcttaacccc 660
aatccagagg caatgtcaaa gattgtaact gaaaattcaa gtgaggagtt cttgtactcc 720
ttgagcaact actgtgctct ccagggtttt gttgaggacc aatttggect cgggttgatt 780
gctcgggetyg ttgaagaagg gatatctgtg ataaagccta gtggtcttat ggtattcaac 840
atgggaggcc ggccaggaca aggtgtctgt gagcgocctat ttctacgccg tggatticgc 900
atcaataagc tctggcaaac aaaaattatg caggctgctg acacagacat ctccgcttta 960
gttgaaattg agaaaaatag ccgacatcgCc ttcgagttct ttatggatct tgttggggat 1020
cagcctgtgt gtgcgcgcac agcatgggca tacatgaaat ctggtggccg catttcacat 1080
gctttgtctg tgtatagctg tcaacttcgC cagcccaacc aggtgaagaa aatatttgag 1140
ttccttaaag acggattcca tgaagtcagc agctccctcg atttgtcctt tgatgatgat 1200
tctgttgctg atgaaaaaat tcctttccta gcatacctag ctagtttctt gcaagagaat 1260
aagtctaatc cttgtgagcc tccagctgga tgtttaaatt tccggaatct tgttgctgga 1320
tttatgaaga gttaccacca catcccatta actcctgata atgttgttgt gttcccatcc 1380
cgtgctgttg caatcgaaaa tgctcttcgg ttgttctcac ctggacttge aattgttgac 1440
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gaacacctaa ccagacactt gcccaagcaa tggttaacat ctttagcaat tgaggaaagt 1500
aaccatgcta aagatacagt aactgtaatc gaagcaccac gccaatcaga tttgctgatt 1560
gagttgatca ggaaactgaa gcctcaggtt gttgttactg gcatggctca gtttgagget 1620
dtcaccagtg ctgctttcgt gaacttatta agtgtaacga aagatgttgg ttcccgatta 1680
ttactagata tttcagaacé tc¢tggaattyg tctagtctgc caagctcaaa tggtgtattg 1740
aaatatcttg ctgggaagac cctgecttca catgcggceta tattgtgtgg cttagttaag 1800
aatcaggttt attctgatct ggaagttget tttgctatct <¢tgaagatce aactgtttat 1860
aaggcattgr cacaaactat tgagctattg gaaggacata ¢ttctgtgat cagccagcac 1920
tattatggtt gtctttteca tgagctgctg gcatttcaaa ttggtgaccg gcatccacaa 1980
caagagagag aacctgcaga agtgatatct aaggagatga tagggttttc aagttcagct 2040
atgtccaccc tagaaggagce tgagtttttc gttcctggtt <catggaatc ¢ggtgtcata 2100
catatggatc tggaccgcag cttettgcca gtaccttctg cagtaaacge ctccatttte 2160
gaaagttttg ttcgtcagaa catcactgat tctgaaaccyg atgtccgtic cagcattcag 2220
cagctggtga aagatagcta tggtttctca gcaggcggtg cttctgaaat tatatacggg 2280
aacacctgtc tcgcgctctt caacaagctt gttctttgct gcatgcaaga acagggcacc 2340
ttgcttttcc ccttgggaac caacgggcat tacgtcaacg cagcaaagtt tgtgaatgca 2400
accaccttga ctattccaac gaaggcagat tcaggcttca agatcgaacc aagtgctcta 2460
gccgacacac tagagaaggt gtctcagccg tgggtctata tttetggecc cacaatcaac 2520
cctactggct tcctgtacag tgacgacgat atagcagagc tgctttctgt ctgtgcgaca 2580
tacggagcca gggtggtgat agatacctcc tcctctggtc tggagttcca agccaccggc 2640
tgcagecagt ggaatttgga aagatgtett tctaatgtc¢a agtcttcaaa gecctegtte 2700
tccgttgtce tgctcggaga getgtccttt gagetgacca cggetgggct tgattteggg 2760
tttctgatta tgagcgactc gtccttggtt gacacatttt acagtttccc aagcttgagt 2820
cggccacaca gcacgttgaa gtacacgttc aggaagetgt tgggtcttaa gaaccagaag 2880
gatcagcatt tctctgatct catccttgag cagaaggaga cgttgaagaa tcgtgccgac 2940
cagttgatca agacgcttga gagectgegge tgggacgcetg tgggcetgceca tggeggeatc 3000
tcgatgcttg caaaaccgac cgcctacatt ggcaaatcgce tcaaggtgga cggctttgag 3060
ggcaagctgg acagccacaa catgagggaa gecctcctga ggtccaccgg getgtgeatt 3120
agcagcagcg ggtggacagg ggtgccggac tactgccgct tcagctttge tctggagagc 3180
ggcgacttcg accgggccat ggagtgcatc gcccggttca gggagetggt ccttggtgge 3240
ggtgctaagg tgaatggtag caactag 3267

<210>5

<211> 3267

<212> ADN

<213> Cebada, vc. Prestige

<400> 5
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atggctgcgg
gcggcgtacg
gaggcccdtc
gggctcgagt
ctccaaggat
ccagaagact
agdgataaga
gaaaagtggt
gcatggataa
gaggggaaaa
agggataaca
aatccagagg
ttgagcaact
gcrcegggatg
atgggaggcc

atcaataagc
gttgaaattg
cagcctgtgt
gctttgtctg
ttccttaaag
tctgttygctg
aagtctaatc
tttatgaaga
cgtgctgttyg
gaacacctaa
aaccatgcta
gagttgatca
atcaccagtg
ttactagata
aaatatcttg
aatcaggttit
aaggcattgt
tattatggtt
caagagagag

atgtccaccce

€g99<cggggga
gcgcegecaa
ggctcctcgg
gctteegeac
tccagcaaag
ggtcattcac
cagtagcaga
gcccttcgaa
acctttactt
cattgcttga
agatagaact
caatgtcaaa
actgtgctct
ttgaagaagg
ggcccgggca
tctggcaaac
agaaaaatag
gtgcgcgcac
tgtatagctg
acggattcca
atgaaaaaat
cttgtgagcc
gttaccacca
caatcgaaaa
ccagacactt
aagatacagt
ggaaactgaa
ctgctttcygt
tttcagaaca
ctgggaagac
attctgatct
cacaaactat
gtcttttcca
aacctgcaga

tagaaggagc
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cgtggaggcy
ggccgtgctg
cgccgtgega
cttccacttc
aaagaagcta
tttctacgag
gctgggatgt
ggtttatggt
gaatgcacta
cagagtcgaa
tgatcgcatt
gattgtaact
ccaggotttt
gatatctgtg
aggtgtctgt
aaaaattatg
ccggcatege
agcatgggea
tcaacttcgc
tgaagtcagc
tcctttccta
tccagetgga
catcccatta
tgctcttegg
gcecaageaa
aactgtaatc
gccccaggtt
gaacttatta
tctggaattg
cctgccttca
ggaagttgct
tgagctattg
tgagctgctyg
agtgatatct
tgagtttttc

ttcctggcag
gagcggctcg
cgtcgttttg
cgcatccécg
acaatgatgg
ggtctcaacc
ggcaatggtt
ctggatataa
gacgacgatg
ttctatgaat
gttggatgca
gaaaattcaa
gttgaggacc
ataaagccta
gagcgcctat
caggctgccg
ttcgagttct
tacatgaaat
cagcccaacc
agctccecreyg
gcatacctag
tgtttaaatt
actcctgata
ttgttctcac
tggttaacat
gaagcaccac
gttgttactg
agtgtaacga
tctagtctge
catgcggcta
tttgctatcet
gaaggacata
gcatttcaaa
aaggagatga
gttcctggtt
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cgtgccagge
aggcgecggc
cagcaggtgg
acgtcgtcct
agatacccag
ggcatccaga
ggatatccat
acccaagagc
dtctccceaat
ctgatcttct
taccacagat
gtgaggagtt
aatttggcct
gtggtcttat
ttcttcgecg
acacagacat
ttatggatct
<tggtggccyg
aggtgaagaa
attrgtectt
ctagtttctt
tccggaatca
atgttgttgt
ctggacttgc
ctttagcaat
gccaatcaga
gcatggctca
aagatgttygg
caagctcaaa
tattgtgtgg
ctgaagatcc
cttctgtgat
ttggtgaccg
tagggttttc

ccatggaatc

gtcgggcgac
cacgcgtgca
tccagecgeg
cgacccccac
cattttcatt
ttccatcttc
tgcacttgca
tatcaagatt
ctatgatgcg
ttcttactgt
tcttaacccc
cttgtactcce
cgggttgatt
ggtattcaac
tggatttcgoc
ctccgcttta
tgttggggatr
catttcacat
aatatttgag
tgatgatgat
gcaagagaat
tgttgctgga
gttcccatcc
aattgttgac
tgaggaaagt
tttgctgatt
gtttgaggct
ttcccgatta
tggtgtattg
cttagttaag
aactgttfat
cagccagcac
gcatccacaa
aagttcagct

cggtgtcata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1620
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
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catatggatc tggaccgcag cttcttgcca gtaccttctg cagtaaacgc ctccatttte 2160
gaaagttttg ttcgtcagaa catcactgat tctgaaactq atgtccgttc cagcattcag 2220
cagctggtga aagatagcta tggtttctca gcaggcggtg c¢ttctgaaat tatatacggg 2280
aacacctgtc tcgcgctctt caacaagctt gttctttgct gcatgcaaga acagggcacc 2340
ttgcttttce ccttgggaac caacgggcat tatgtcaacg cagcaaagtt tgtgaatgca 2400
accaccttga ctattccaac gaaggcagat tcaggcttca agatcgaacc aagtgctcta 2460
gccgacacac tagagaaggt gtctcagccg tgggtctata trtctggecc cacaatcaac 2520
¢ctactggct tcctgtacag tgacgacgat atagcagagc tgctttctgt ctgtgcgaca 2580
tacggagcca gggtggtgat agatacctcc tectctggtc tggagttcca agccaccgge 2640
tgcagccagt ggaatttgga aagatgtctt tcCtaatgtca agtcttcaaa gccctcgrtc 2700
tccgttgtcc tgctcggaga getgtcctit gagctgacca <¢ggctgggct tgatttcggg 2760
tttctgatta tgagcgactc°gtccttggtt_gacacatttt acagtttccc aagctfgagt 2820
cggccacaca gcacgttgaa gtacactttc aggaagctgt tgggtcttaa gaaccagaag 2880
gatcagcatt tctctgatct catccttgag cagaaggaga cgttgaagaa tcgtgccgac 2940
cagttgatca agatgcttga gagctgcggc tgggacgctg tgggctgcca tggcggcatc 3000
tcgatgcttg caaaaccgac cgcctacatt agcaaatcgc tcaaggtgga cggctttgag 3060
ggcaagctgg acagccacaa catgagggaa gccctcctga ggtccaccgg getgtgeart 3120
agcagcagcg ggtggacagg ggtgccggac tactgcecgct tcagetttgc tctggagage 3180
ggcgacttcg accgggccat ggagtgcatc gcccggttca gggagctggt ¢cttggtgga 3240
ggtgctaagg tgaatggtag caactag 3267
<210> 6
<211> 1088
<212> PRT
<213> Cebada, vc. Prestige
<400> 6
Met Ala Ala Ala Ala Gly Asp val Glu Ala Phe Leu Ala Ala CES Gin
1 5 10 1
Ala ser Gly Asp Ala Ala Tyr Gly Ala Ala Lys Ala val Leu Glu Arg
20 25 30
Leu Giu Ala Pro ala Thr Arg Ala Glu Ala Arg Arg Leu Leu Gly Ala
35 40 45
val Arg Arg Arg Phe Ala Ala Gly Gly Pro Ala Ala Gly Leu Glu Cys
50 55 _ 60
Phe Arg Thr Phe His Phe Arg Ile His Asp val val Leu Asp Pro His
65 70 75 80

63



Leu

Ser

Asn

Gly

Pro

145

Ala

Ile

Glu

Arg

Met

225

Leu

Leu

Pro

val

Leu

Lys

GIn

Ile

Arg

Cys

130

Ser

Trp

Tyr

Ser

Ile

210

Ser

Ser

Gly

ser

290

GlIn

Glu

val

ser

Gly
Phe
His
115

Gly

Lys

Asp

AS

19

val

Lys

ASn

Leu

Gly

Glu

Thr

Ile

Gly

Gly

Phe

Ile

100

Pro

AsSn

val

Asn

Ala

180

Leu

Gly

Ile

Tyr

Ile

260

Leu

Arg

Lys

Glu

ASD

340

Gly

Gln

85

Pro

ASp

Gly

Tyr

Leu

165

Glu

Leu

Cys

val

245

Ala

Met

Leu

Ile

LyS

Gln

Arg
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Gln

Glu

Ser

Trp

Tyr

Gly

s5er

Ile

Thr

230

Arg

val

Phe

Met

310

Asn

Pro

Tle

“Arg

Asp

Ile

Ile

Leu

Leu

Lys

Tyr

Pro

215

Glu

Leu

Ala

Phe

Leu

295

Gln

Ser

val

ser

Lys"

Trp
Phe
120
ser
AsSp
Asn
Thr
Cys
200
Gln
Asn
Gln
val
Ash
280
Arg
Ala
Arg

Cys

His

64

Lys

ser

105

Arg

Ile

Ile

Ala

Leu

185

Arg

Ile

Ser

Gly

Glu

265

Met

Arg

Ala

His

Ala

Ala

Leu

90

Phe

Asp

Ala

Asn

Leu

170

Leu

Asp

Leu

Ser

Phe

250

Glu

Gly

Gly

ASp

330

Arg

Leu

Thr

Thr

Lys

Leu

Pro

155

Asp

Asp

Asn

Asn

Glu

val

Gly

Gly

Phe

Thr

315

Phe

Thr

Ser

Met

Phe

Thr

Ala

140

Arg

Asp

Arg

Lys

Pro

220

Glu

Glu

Ile

Arg

300

Asp

Glu

Ala

val

Met

Tyr

val

125

Glu

Ala

Asp

val

Ile

Asn

Phe

ASD

ser

Pro

285

Ile

Phe

Trp

Tyr

Glu
Glu

110

Ala

Lys

Ile

Gly

Glu

130

Glu

Pro

Leu

Gln

val

270

Gly

Asn

ser

Phe

Ala

350

S5er

Ile

95

Gly

Glu

Trp

Lys

Leu

175

Phe

Lau

Glu

Tyr

Phe

255

Ile

Gln

Lys

Ala

Met

335

Tyr

Cys

Pro

Leu

Leu

Cys

Ile

160

Pro

TYr

ASp

ser

240

Gly

LysS

Gly

Leu

Leu

320

Asp

Met

GlIn



Leu

Gly

Ser

Leu

Asn

Pro

Ile

465

Ile

Pro

Gln

Ala

545

Leu

Asn

Ala

val

Glin
625

370

Phe

val

Gln

Phe

Leu

450

Glu

His

Glu

Arg

val

530

Phe

Leu

Gly

Ile

Ala

610

Thr

355

Gcln

His

Ala

Glu

Arg

435

Thr

Asn

Leu

Glu

Gln

515

val

val

Asp

val

Leu

595

Phe

Pro

Glu

AsSp

Asn

420

Asn

Pro

ala

Thr

Ser

500

ser

val

AsSn

Ile

Leu

580

Cys

Ala

Glu

Asn
val
Glu
405
Lys
Leu
Asp
Leu
Arg
485
Asn
ASD
Thr
Leu
ser
565
Lys
Gly

Ile

Leu
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Gln

ser

390

Lys

Ser

val

Asn

Arg

470

His

His

Leu

Gly

Leu

550

Glu

Tyr

Leu

ser

Ley
630

val

375

5er

Ile

Asn

Ala

val

455

Leu

Leu

Ala

Leu

Met

535

Sser

His

Leu

val

Glu

615

Glu

360

Lys Lys Ile

ser

Pro

Pro

Gly

val

Phe

Pro

LYysS

Ile

520

Ala

val

Leu

Ala

LysS

600

ASp

Gly

65

Leu
Phe
Cys
425
Phe
val

ser
Lys
ASp
505
Glu
Gln
Thr
Glu
Gly
ASn

Pro

His

AsSp

Leu

410

Glu

Met

Phe

Pro

G1In

490

Thr

Leu

Phe

Lys

Leu

570

Lys

GIn

Thr

Thr

Phe

Leu

395

Ala

Pro

Lys

Pro

Gy

Trp

val

Ile

Ser

Thr

val

val

Ser
635

Tyr

Pro

Ser

ser

460

Leu

Leu

Thr

Arg

Ala

540

val

Ser

Leu

Tyr

Tyr

620

val

Leu

Ala

Tyr

Arg

Ala

Thr

val

Lys

525

Ile

Gly

Leu

Pro

ser

605

LysS

Ile

Asp

Ala

Ile

ser

Ile

510

Leu

Thr

ser

Pro

ser

590

Asp

Ala

Ser

Lys

Asp

Ser

415

Cys

His

val

val

Leu

495

Glu

Lys

Ser

Arg

ser

575

His

Leu

Leu

GIn

AsSp

Asp

400

Phe

Leu

Ile

Ala

Ala

Pro

Ala

Leu

560

Ser

Ala

Glu

ser

His
640



Tyr

Arg

Met

Phe

AS

70

Glu

sSer

Gly

Lys

Leu

785

Thr

Pro

Tyr

Asp

val

865

Cys

Lys

Tyr

His

Ile

Phe

690

Arg

Ser

Ser

Ala

Leu

770

Gly

Thr

ser

Ile

850

val

sSer

Pro

Gly

Pro

Gly

val

ser

Phe

Ile

Ser

755

val

Thr

Leu

Ala

ser

835

Ile

Ile

GlIn

Ser

Cys

Gln

660

Phe

Pro

Phe

val

Gln

740

Glu

Leu

Asn

Thr

Leu

820

Gly

Ala

AsSp

Trp

Phe
900

Leu

645

Gln

ser

Gly

Leu

Arg

Gln

Ile

Cys

Gly

Ile

805

Ala

Pro

Glu

Thr

Asn

885

ser
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Phe

Glu

Ser

Ser

Pro

710

Glin

Leu

Ile

Cys

His

790

Pro

Asp

Thr

Leu

Ser

870

Leu

val

His

Arg

Ser

Met

695

val

Asn

val

Tyr

Met

775

Tyr

Thr

Thr

Ile

Leu

855

Ser

Glu

val

Glu

Glu

Ala

680

Glu

Pro

Ile

Lys

Gly

760

Gin

val

Lys

Leu

Asn

Leu

Pro

665

Met

Ser

Ser

Thr

As

74

Asn

Glu

Asn

Ala

Glu

825

Pro

840

Ser

Ser

Arg

Leu

66

val

Gly

Cys

Leu
905

Leu

650

Ala

Ser

Gly

Ala

730

ser

Thr

Gln

Ala

810

Lys

Thr

Cys

Leu

Leu

890

Gly

Ala

Glu

Thr

val

val

715

Ser

Tyr

Cys

Gly

Ala

795

s5er

val

Gly

Ala

ser

Glu

Phe

val

Leu

Ile

700

Asn

Glu

Gly

Leu

Thr

780

Lys

Gly

Ser

Phe

Thr

860

Phe

Asn

Leu

Gin

Ile

Glu

685

His

Ala

Thr

Phe

Ala

765

Leu

Phe

Phe

GIn

Leu

845

Tyr

GIn

val

Ser

Ile
Ser
670
Gly
Met
Ser
Asp
Ser
750
Leu
Leu
val
Lys
Pro
830
Tyr
Gly
Ala

Lys

Phe
910

Lys

Ala

Asp

Ile

val

735

Ala

Phe

Phe

Asn

Ile

815

Trp

ser

Ala

Thr

ser

895

Glu

Asp

Glu

Glu

Leu

Phe

720

Arg

Gly

Asn

Pro

Ala

800

Glu

val

AsSp

Arg

Gly

Ser

Leu



<210>7
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Thr Thr Ala Gly Leu Asp Phe Gly Phe Leu Ile Met Ser Asp Ser Ser
915 920 925

Leu val Asp Thr Phe Tyr Ser Phe Pro Ser Leu Ser Arg Pro His Ser
930 935 940

Thr Leu Lys Tyr Thr Phe Arg Lys Leu Leu Gly Leu Lys Asn Glin Lys
945 950 955 960

Asp GIn His Phe Ser Asp Leu Ile Leu Glu GIn Lys Glu Thr Leu Lys
965 970 975

Asn Arg Ala Asp GIn Leu Ile Lys Thr Leu Glu Ser Cys Gly Trp asp
980 985 990 .

Ala val Gly Cys His Gly Gly Ile Ser Met Leu Ala Lys Pro Thr A
995 1000 1005

Tyr ITe Gly Lys Ser Leu Lys val Asp Gly Phe Glu Gly Lys Leu
1010 1015 1020

ASp Ser His Asn Met Arg Glu Ala Leu Leu Arg Ser Thr Gly Leu
1025 1030 1035

Cys Ile Ser Ser Ser Gly Trp Thr Gly val Pro As

p Tyr Cys Arg
1040 1045 1050

Phe ser Phe Ala Leu Glu Ser Gly Asp Phe Asp Arg Ala Met Glu
1055 1060 1065

Cys Ile Ala Arg Phe Arg Glu Leu val Leu Gly Gly Gly Ala Lys
1070 1075 1080

val asn Gly Ser Asn
1085

<211> 1088
<212> PRT
<213> Cebada, vc. Prestige

<400> 7

Met Ala Ala Ala Ala Gly Asp val Glu Ala Phe Leu Ala Ala Cys Gln
1 5 10 15

Ala ser Gly Asp Ala Ala Tyr Gly Ala Ala Lys Ala val Leu Glu Arg
20 25 30

Leu Glu Ala Pro Ala Thr arg Ala Glu Ala Arg Arg Leu Leu Gly Ala
35 40 45

val Arg Arg Arg Phe Ala Ala Gly Gly pPro Ala Ala Gly Leu Glu Cys
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Phe

65

Leu

Ser

Asn

Gly

Fro

145

Ala

Ile

Glu

Arg

Met

225

Leu

Leu

Pro

val

305

val

50

Arg

GlIn

Ile

Arg

Cys

130

ser

Trp

Tyr

ser

Ile

ser

ser

Gly

ser

Cys

290

Gln

Glu

Thr

Gly

Phe

His

115

Gly

Lys

ITe

Asp

Asp

val

Lys

Asn

Leu

Gly

Glu

Thr

Ile

Phe

Phe

Ile

100

Pro

AsnN

val

ASN

Ala

180

Leu

Gly

Ile

Tyr

Ile

260

Leu

Arg

Lys

Glu

His

GIn

85

Pro

Asp

Ggly

Tyr

Leu

165

Glu

Leu

_Cys

val

245

Ala

Met

Leu
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Phe

70

Gln

Glu

Ser

Trp

Gly

Tyr

Gly

ser

Ile

Thr

230

Ala

Arg

val

Phe

Met

310

Asn

55

Arg

Arg

ASD

Ile

Ile

135

Leu

Leu

Lys

Tyr

Pro

215

Glu

Leu

Ala

Phe

Leu

295

Gln

S5er

Ile

Lys

Trp

Phe

120

Ser

Asp

Asn

Thr

Cys

200

Gln

Asn

GIn

val

AsSn

280

Arg

Ala

Arg

68

His

LYys

ser

105

Arg

Ile

Ile

Ala

Leu

185

Arg

ser

Gly

Glu

265

Met

Arg

ala

His

AsSp

Leu

90

Phe

Asp

Ala

Asn

Leu

170

Leu

Asp

Leu

sSer

Phe

250

Glu

Gly

Gly

ASp

330

val

75

Thr

Thr

Lys

Leu

Fro

155

Asp

ASD

Asn

Asn

Gly

Gly

Phe

Thr

315

Phe

60

val

Met

Phe

Thr

Ala

140

Arg

Asp

Arg

Lys

Fro

220

Glu

Glu

Ile

Arg

Asp

Glu

Leu

Met

Tyr

val

125

Glu

Ala

ASD

val

Ile

205

Asn

Phe

AsSp

Ser

Fro

285

Ile

Ile

Phe

ASD

Glu

Glu

110

Ala

Lys

Ile

Gly

Glu

130

Glu

Fro

Leu

Gin

val

270

Gly

Asn

ser

Phe

Pro

Ile

95

Gly

Glu

Trp

Lys

Leu

175

Phe

Leu

Glu

Tyr

Phe

255

Gln

Lys

Ala

Met
335

His

80

Pro

Leu

Leu

Cys

Ile

160

Pro

Tyr

Asp

Ala

Ser

240

Gly

Lys

Gly

Leu

Leu

320

ASp



Leu

Lys

Leu

Leu

Asn

Pro

Ile

465

Glu

Ile

Pro

GIn

aAla

545

Leu

ASN

ala

val

Ser

Arg

370

Phe

val

GlIn

Phe

Leu

450

Glu

His

Glu

Arg

val

530

Phe

Leu

Gly

Ile

Gly Asp Gln

Gly

5
GIn
His
Ala
Glu
Arg
435
Thr
Asn
Leu
Glu
Gln
515
val
val
ASD

val

Leu
595

340

Gly

Pro

Glu

ASp

Asn

420

Asn

Pro

Ala

Thr

ser

500

Ser

val

Asn

Ile

Leu

580

Ccys

Arg

Asn

val

Glu

405

Lys

His

Asp

Leu

Arg

485

Asn

ASp

Thr

Leu

Sear

565

LYS

Gly

ES 2586 616 T3

Pro

Ile

GlIn

ser

390

Lys

Ser

val

Asn

Arg

470

His

His

Leu

Gly

Leu

550

Glu

Tyr

Leu

val

ser

val

375

Ser

Asn

Ala

val

455

Leu

Leu

Ala

Leu

Met

535

ser

His

Leu

val

Cys

His

360

Lys

ser

Pro

Pro

Phe

Pro

Lys

Ile

520

Ala

val

Leu

ala

Lys
600

69

Ala

345

Ala

Lys

Leu

Phe

425

Phe

val

Ser

Lys

GlIn

Thr

Glu

Gly

Asn

Arg

Leu

Ile

AsSpD

Leu

410

Glu

Met

Phe

Pro

Gln

490

Thr

Leu

FPhe

Lys

Leu

570

Lys

Gln

Thr

Ser

Phe

Leu

395

aAla

Pro

Lys

Pro

Gly

Trp

val

Ile

Glu

As

55

Ser

Thr

val

Ala

val

Glu

380

ser

Tyr

Pro

ser

ser

460

Leu

Leu

Thr

Arg

Ala

540

val

Ser

Leu

Tyr

rp

Tyr

365

Phe

Phe

Leu

Ala

Tyr

445

Arg

Ala

Thr

val

Lys

525

Ile

Gly

Leu

Pro

Ser
605

Ala

350

sSer

Leu

Asp

Ala

Gly

430

His

Ala

Ile

sSer

Ile

510

Leu

Thr

ser

Pro

ser

590

Asp

Tyr

Cys

Lys

Asp

ser

415

Cys

His

val

val

Leu

495

Glu

Lys

ser

Arg

Ser

575

His

Leu

Met

Gln

Asp

Asp

400

Phe

Leu

Ile

Ala

Asp

480

Ala

Pro

Ala

Leu

560

sar

Glu



val

Tyr

Arg

Met

Phe

705

Glu

Ser

Gly

Lys

Leu

785

Thr

Pro

Tyr

Asp

val
865

Ala

610

Thr

Tyr

His

Ile

Phe

690

Arg

ser

ser

Ala

Leu

770

Gly

Thr

ser

Ile

850

val

Phe

Ile

Gly

Pro

Gly

val

sSer

Phe

Ile

Ser

755

val

Thr

Leu

Ala

Sear

835

Ile

Ile

Ala

Glu

Cys

Gln

660

Phe

Pro

Phe

val

Gin

740

Glu

Leu

Asn

Thr

Leu

820

Gly

Ala

Asp

Ile

Leu

Leu

645

Gln

ser

Gly

Leu

Arg

Gln

Ile

Cys

Gly

Ile

805

Ala

Pro

Glu

Thr
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Ser

Leu

630

Phe

Glu

ser

Ser

Pro

710

Gln

Leu

Ile

Cys

His

790

Pro

Asp

Thr

Leu

ser
870

Glu
615
Glu
His
Arg

ser

Met

695

val

Asn

val

Tyr

Met

775

Tyr

Thr

Thr

Ile

Leu

855

Ser

ASp

Gly

Glu

Glu

Ala

680

Glu

Pro

Ile

Lys

Gly

Gln

val

Lys

Leu

Asn

840

ser

ser

70

Pro

His

Leu

Pro

665

Met

ser

Ser

Thr

745

Asn

Gglu

Asn

Ala

Glu

825

Pro

val

Gly

Thr

Thr

Leu

650

Ala

ser

Gly

Ala

Asp

ser

Thr

Gln

Ala

Asp

Lys

Thr

Cys

Leu

val

ser

635

Ala

Glu

Thr

val

val

715

Ser

Tyr

Cys

Gly

Ala

795

ser

val

Gly

Ala

Tyr

val

Phe

val

Leu

Ile

700

AsSn

Glu

Gly

Leu

Thr

780

Lys

Gly

Ser

Phe

Thr

860

Phe

Lys

Ile

Gln

Ile

Glu

685

His

Ala

Thr

Phe

Ala

765

Leu

Phe

Phe

Glin

Leu

845

Tyr

Gln

Ala

Ser

Ile

ser

670

Gly

Met

Ser

Asp

Ser

750

Leu

Leu

val

Lys

Pro

830

Tyr

Gly

Ala

Leu

G1n

Gly

Lys

Ala

ASp

Ile

val

735

Ala

Phe

Phe

Asn

Ile

815

Trp

sear

Ala

Thr

ser

His

640

ASp

Glu

Glu

Leu

Phe

720

Arg

Gly

Asn

Pro

Ala

800

Glu

val

Asp

Arg

Gly
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Cys Ser GlIn Trp Asn Leu Glu Arg Cys Leu Ser Asn val Lys Ser Ser
885 890 895

Lys Pro Ser Phe Ser val val Leu Leu Gly Glu Leu Ser Phe Glu Leu
300 905 910

Thr Thr Ala Gly Leu Asp Phe Gly Phe Leu Ile Met Ser Asp Ser Ser
915 920 925

Leu val Asp Thr Phe Tyr Ser Phe Pro Ser Leu Ser Arg Pro His Ser
930 935 940

Thr Leu Lys Tyr Thr phe Arg Lys Leu Leu Gly Leu Lys Asn GIn Lys
945 950 955 960

Asp GIn His Phe Ser Asp Leu Ile Leu Glu GIn Lys Glu Thr Leu Lys
965 970 975

Asn Arg Ala Asp Gln Leu Ile Lys Met teu Glu Ser Cys Gly Trp Asp
980 985 980

Ala val Gly Cys His Gly Gly Ile Ser Met Leu Ala Lys Pro Thr Ala
995 1000 1005

Tyr Ile Ser Lys Ser Leu Lys Vval Asp Gly Phe Glu_ Gly Lys Leu
1010 1015 1620

Asp Ser His Asn Met Arg Glu Ala Leu Leu Arg Ser Thr Gly Leu
1025 1030 1035

Cys Ile sSer Ser Ser Gly Trp Thr Gly val Pro Asp Tyr Cys Arg
1040 1045 1050

Phe ser Phe Ala Leu Glu Ser Gly asp Phe Asp Arg ATa Met Glu
1055 1060 1065

Cys Ile Ala Arg Phe Arg Glu Leu val Leu Gly Gly Gly Ala Lys
1070 1075 1080

val Asn Gly Ser Asn
1085

<210> 8

<211> 6459

<212> ADN

<213> Cebada, mutante 8063

<400> 8

71
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atggctgcgg cggcggggga cgtggaggcg ttcctggcegg
gcggcgtacg gecgccgccaa ggccgtgotg gagcggetceg
gaggccagge ggctcctcgg cgccgtgcga cggcgctteg

gggctcgagt gcttccgeac cttccactte cgcatccacg

72

cgtgccagge
aggcgccgygc
ccgccggegyg
acgtecgtect

gtcgggcgac
cacgcgegcc
cccggecgeg

cgacceccecac

60
120
180
240



ctccaaggtt
atctggcegt
tggctggcca
ctacctgacc
ttettttett
cattttgaat
gtttatgtag
attrttgatgg
atgtctatgt
tctttggcag
tggggcaagc
tatctttttt
taatcataag
taaataggac
tgctggaaaa
cttctttgtt
taaaaacacc
cttctaggat
ccagaagact
agggataaga
gaaaagtggt
tttgttgcaa
cttttaggtg
tcgagcatat
gctgaacaat
ttaagccaca
gagccttggt
ttgcatggat
<ggaggggaa
gtagagataa
gtttttacca
ttaatatctg
gaaaattcaa

tgagatctat

gcccggoccc
caaaagcacg
gtcgatcagt
atataccgag
tcgagcatga
tttggcgagt
aggagtgttt
cctctaagca
gtaagctgca
aacaatcctg
atgctgccaa
tttcccttct
aataaaagca
atctgtecgc
actgcaacta
acgttttgtg
cattgcttaa
tccagcaaag
ggtcattcac
cagtagcaga
gcccttcgaa
acatgggacc
tctgccagta
tgctttcaaa
tgctctectt
aataccagcg
tgttcttttg
aaacctttac
aacattgctt
caagatagaa
atttcctgtg
cctttcagat
gtgaggagtt

ttaaactcaa
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ttccctacac
cggcttggta
aatttggcca
ttggttttct
tgttctttoa
gttcttggaa
ttgttcttgt
tcctgtagtce
aatggagaga
cccatcctat
gctaatacac
actcagtttc
agacagatga
tatatcttta
aatatrttct
tgcataaagc
tattttattt
aaagaagcta
tttctacgag
gctgggatgt
ggttggcacc
tgcagaagtt
gtctgctggt
ttttgggcaa
tgaaaggaag
aatcaaatta
aaggtttatg
ttgaatgcac
gacagagtcg
cttgatcgea
aatggggatt
tcttaaccce
cttgtactce
gccattcagt

acccgttgtc
gaaatcaagc
taactggagt
ttcttcttgt
attaatgcgt
tttataacac
gcaccgtata
atgtctactg
daagctatct
caccataagt
gacataagct
ttctttggga
gtgctgcaga
gttaataatt
tacattatat
atraacttct
gctttcocgta
acaatgatgg
ggtctcaacc
ggcaatggtt
tcttgttecg
agacatttac
ggtctaattt
ggcattacca
aaaaacaaga
gtttgcagtc
gtctggatat
tagacgacga
aattctatga
ttgttggatg
atagtcgatc
aatccagagg
ttgagcaact

ttacctgtta

73

gacccegeate
ctgcaatcct
ataaccttgg
ttcecgtattt
accagactcc
aacgaggctt
caattctcta
tgtaagctac
atttggttgt
ataaaagcac
acatattttg
gaacaatcct
ctattggcat
gtatatagac
ggaatctggg
gtctttagtt
gcttgataaa
agatacccag
ggcatccaga
ggatatccat
tagatattta
tcaggttact
tcttggtata
ccacatattg
atgacatgca
agcttggcat
aaacccaaga
tggtctccca
atctgatctt
cataccacag
dgaacttgat
caatgtcaaa
actgtgctct

ctaaatggtt

tctttegecyg
gatccgttta
tctctaatct
gtgtagtttt
agtaattcga
tgatcaagtg
tttcccaaca
agatttattc
tccagettgt
gacaaatgag
aggggcatgt
actcaaccta
atataacaac
gcagtctttg
tgtgatatga
ggcgcageygg
atttcaactyg
cattttcatt
ttccatcttc
tgcacttgca
tcttatctecg
ttatatgaaa
¢ctgatgccg
tttctacaat
ccttagtagt
taccttactt
gctatcaaga
atctatgatg
ctttcttact
gtacggtcag
caaaatgcec
gattgtaact
ccaggtgagt

acccatgtca

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
2100
2160
2220
2280



gagtctccaa
atcctgaaat
atttctcttt
agaaataatg
aggtagttag
ggggttagca
cctgtatgga
tggaattatt
atgataatcc
gctgattgta
attcagggtt
gggatatctyg
caaggtgtct
acaaaaatta
ttccatgecca
caatcttcag
aatttttgtt
crccgcetita
tgttggggat
catttcacat
actctctgat
agaatticag
ctccctcgat
atacctagct
tttaaatttc
tcctgatgta
agatcaacct
gcaccagaat
gttctcacct
gttaacatct
ggaactgtgg
gttattgcca
tcgaagcacc
ttgttgttac

taagtgtaac

atctttttet
tgactttaca
tccttgtagg
tatgctttgt
gaacctagga
gtccaaatcc
caaatgtgat
aacagcggta
ttatgccacg
cgattccagc
ttgttgagga
tgataaagcc
gtgagcgcct
tgcagatagc
gcaacagcat
ctgggcctag
gaggatcatt
gttgaaattg
cagcctgtgt
gctttgtctg
tagatcttta
gtgaagaaaa
ttgtcctttg
agtticttgc
cggaatcttg
agacttggtg
attrgatgct
gtrtgttgtgt
ggacttgcaa
ttagcaattyg
aaaatacatg
ttcttctaaa
acgccaatca
tggcatggct

gaaagatgtt
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tttctcaaac
atgcttgttc
catgtggtca
acttatgaca
tggagagcac
acctcaagtt
cagcacceca
trtattrtta
aggttacatt
ttccggttgt
ccaatttggc
tagtggtctt
atttctacgc
aattctttga
tatatcctag
aattttcatc
accaactagt
agaaaaatag
gtgcgcgeac
tgtatagcty
caacaataat
tatttgagtt
atgatgattc
aagagaataa
ttgctggatt
tctattgect
tctcacgtat
tcccatcccy
ttgttgacga
aggtactttg
tgtictgtga
tttcaggaaa
gatttgctga
cagtttgagg

ggttcccgat

“agcaaagaga
ataatctgct
gacctttata
tggttccacc
cgacagtgta
caacctattg
gitctttecta
ccctgtttaa
gtattactca
taattttgtt
ctcgggttga
atggtattca
cgtggatttc
gtgactagat
ttagaggaat
taccggctta
tgggtctttg
ccgacategce
agcatgggca
tcaacttcge
atagtaatgt
ccttaaagac
tgttgctgat
grtctaatcct
tatgaagagt
acaattatgt
gcttcatgry
tgctgttgca
acacctaacc
accgatactc
agaaaaagtt
gtaaccatqgc
Ttgagttgat
ctatcaccag

tattactaga

74

gaagaaaact

tacgaaatat
taagaaaatg
agtataatca
taatatatat
cataacttit
taaaaatgtc
ttttttcctt
agtcaatatt
atgtttgtga
ttgctcggge
acatgggagg
gcatcaataa
gttaactaat
atgctcttca
catttttaca
caggctgctg
ttcgagttct
tacatgaaat
cagcccaacc
caggaataat

ggattccatg

_ gaaaaaattc

tgtgagcctc
taccaccaca
ttgctratta
acacttcctt
atcgaaaatg
agacacttgc
ccctetttct
atgctgacaa
taaagataca
caggaaactg
tgctgetitce

tatttcagaa

ffféagttct
gcgtttgaac
aagtttttgt
atttaagtct
atgtcgatag
ggtcttacaa
tgctggaata
tgctaaaaga
tgttactatg
actttgetgc
tgttgaagaa
ccggccagga
gctctggcaa
cccagtgttr
tgttgcacac
ttacagaacc
acacagacat
ttatggatct
ctggtggccg
aggtacctat
aataatttqgg
aagtcagcag
ctttcctage
cagctggatg
tcccattaac
gaaattcata
ttcctetggt
ctcrteggtt
ccaagcaatg
ttctygtgttt
gaatttcgat
gtaactgtaa
aagcctcagg
gtgaacttat

catctggaat

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380



tgtctagtct
cacatgcggc
tctagttgaa
acactgttta
tggaagttge
ttgagctatt
atgagctgct
gcctcttcca
agtggacact
gctgggtact
tgttrtccct
aggagatgat
ttcctggttc
raccttctge
ctgaaaccga
caggcggtgc
ttctttgctg
acgtcaacgc
caggcttcaa
gggtctatat
tagcagagct
cctctggtct
ctaatgtcaa
agctgaccac
acacatttta
ggaagctgtt
agaaggagac
ctgtgtttag
ggctaatttc
attttcctgr
catggcggca
gacggctttg
gggctgtgca
gctctggaga

gccaagctca
tatattgtgt
ctgttgtgca
aatgtactca
ttttgctatc
ggaaggacat
ggcatttcaa
gttctccatc
cccctcagea
tcgattacac
ctaatgtttg
agggttttca
catggaatcc
agtaaacgee
tgtccgttee
ttctgaaatt
catgcaagaa
agcaaagttt
gatcgaacca
ttetggcecc
gctttctgtc
ggagttccaa
gtcttcaaag
ggctgggctt
cagtttccca
gggtcttaag
gttgaagaat
gctetetgtt
agtacttcaa
gatgtgatga
tctcgatgct
agggcaagct
ttagcagcag
gcggcgactt
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aatggtgtat
ggcttagtta
tactatatag
tttetttttg
tctgaagatce
acttctgtga
attggtgacc
tcactcagtt
cgggcaagct
cacaatgagc
gttgctcttt
agttcagcta
ggtgtcatac
tccattttcy
agcattcagc
atatacggga
cagggcacct
gtgaatgcaa
agtgctctag
acaatcaacc
tgtgcgacat
gccaccggcet
ccctcgitet
gatttcgggt
agcttgagtc
aaccagaagg
cgtgccgacc
ttcttcccet
gtttgccacy
acagacgctt
tgcaaaaccg
ggacagccac
cgggtggaca
cgaccgggcec

tgaaatatct
agaatcaggt
aatatcttga
cttcatttta
caactgttta
tcagccagca
ggcatccaca
ctgtccacaa
agtccatgaa
tcctcaacgt
ttcagagaga
tgtccaccct
atatggatct
daagttttgt
agctggtgaa
acacctgtct
tgcttrtcce
ccaccttgac
ccgacacact
ctactggctt
acggagccag
gcagccagtg
ccgttgtect
ttctgattat
ggccacacag
atcagcattt
agttgatcaa
gatcagctct
catttctgac
gagagctgceg
accgectaca
aacatgaggg
ggggrgccgg
atggagtgca

75

tgctgggaag
gtgtgtcaat
cttttatatg
cttgcaggrtt
taaggcattg
ctattatggt
acaagaggta
ggtgccgaat
tttggattag
ggtctggttt
acctgcagaa
agaaggagct
ggaccgcagc
tcgtcagaac
agatagctat
cgcgetettc
cttgggaacc
tattccaacg
agagaaggtg
cctgtacagt
ggtggtgata
gaatttggaa
gctcggagag
gagcgactcg
cacgttgaag
ctctgatctc
ggtatgcctt
ccgatcccct
atattctttc
gctgggacge
ttggcaaatc¢
aagccctecet
actactgccg

tcgeceggtt

accctgectt
cagcctgaac
tactttagaa
tattctgate
tcacaaacta
tgtcttttcc
aacatggctt
gatctgttca
ttccctctta
atgtttttca
gtgatatcta
gagtttttcg
ttcttgecag
atcactgatt
ggtttctcag
aacaagcttyg
aacgggeatt
aaggcagatt
tctcagecgt
gacgacgata
gatacctect
agatgtcttt
ctgtcctttg
tccttggttg
tacacgttca
atccttgage
ttgggatatc
tacatcctta
ctcttgtett
tgtgggctgce
gctcaaggtg
gaggtccacc
cttcagcett
cagggagctg

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
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10

gtccttgotg geggtgctaa ggtgaatggt agcaactag $459

<210>9

<211> 882

<212> ADN

<213> Cebada, vc. Prestige

<400> 9
gtttatggtc tggatataaa cccaagagct atcaagattg catggataaa cctttacttg 60
aatgcactag acgacgatgg tctcccaatc tatgatgcgg aggggaaaac attgcttgac 120
agagtcgaat tctatgaatc tgatcttctt tcttactgta gagataacaa gatagaactt 180
gatcgcattg ttggatgcat accacagatt cttaacccca atccagaggc aatgtcaaag 240
attgtaactg aaaattcaag tgaggagttc ttgtactcct tgagcaacta ctgtgctctc 300
cagggttttyg ttgaggacca atttggcctc gggttgattg ctcgggctgt tgaagaaggyg 360
atatctgtga taaagcctag tggtcttatg gtattcaaca tgggaggccg gccaggacaa 420
ggtgtctgtg agcgcctatt tcttcgccgt ggatttcgca tcaataagct ctggcaaaca 480
aaaattatgc aggctgctga cacagacatc tccgctttag ttgaaattga gaaaaatagc 540
cgacatcgct tcgagttctt tatggatctt gttggggatc agcctgtgtg tgcgcgcaca 600
gcatgggcat acatgaaatc tggtggccge atttcacatg ctrtgtctgt gtatagctgt 660
caacttcgcc agcccaacca ggtgaagaaa atatttgagt tccttaaaga cggattccat 720
gaagtcagca gctccctcga tttgtccttt gatgatgatt ctgttgctga tgaaaaaatt 780
cctttcctag catacctagec tagtttcttg caagagaata agtctaatcc ttgtgagcect 840
ccagctggat gtttaaattt ccggaatctt gttgctggat tt 882

<210>10

<211> 1089

<212> ADN

<213> Cebada, mutante 8063

<400> 10

76
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gtttatggtc tggatataaa cccaagagct atcaagattg catggataaa cctttacttg 60
aatgcactag acgacgatgg tctcccaatc tatgatgcgg aggggaaaac attgcttgac 120
agagtcgaat tctatgaatc tgatcttctt tcttactgta gagataacaa gatagaactt 180
gatcgcattg ttggatgcat accacagatt cttaacccca atccagaggc aatgtcaaad 240
attgtaactg aaaattcaag tgaggagttc ttgtactcct tgagcaacta ctgtgctctc 300
caggttttgt tgaggaccaa tttggcctcg ggttgattgc tcgggetgtt gaagaaggga 360
tatctgtgat aaagcctagt ggtcttatgg tattcaacat gggaggccgg ccaggacaag 420
gtgtctgtga gcgcctattt ctacgccgtg gatttcgcat caataagctc tggcaaacaa 480
aaattatgca gatagcaatt cttcgagtga ctagatgtta actaatccca gtgtttttcc 540
atgccagcaa cagcattgta tcctggttag aggaatatgc tcttcatgtt gcacaccaaf 600
cttcatctgg acctggaatt ttcatctacc ggcttacatt tttacattac agaaccaatt 660
tttgttgagg atcattacca actagttggg tctthcagg_ctgctgacac agacatctcc 720
gctttagttyg aaattgagaa aaatagccga catcgcttcg agttctttat ggatcttgtt 780
ggggatcagc ctgtgtygtgc gcgcacagca tgggcataca tgaaatctgg tggccgcatt 840
tcacatgctt tgtctgtgta tagctgtcaa cttcgccagc ccaaccaggt gaagaaaata 900
tttgagttcc ttaaagacgg attccatgaa gtcagcagct ccctcgattt gtcctttgat 960
gatgattctg ttgctgatga aaaaattcct ttcctagecat acctagcectag trtcttgcaa 1020
gagaataagt ctaatccttg tgagcctcca gctggatgtt taéatttccg gaatcttgtt 1080
gctggattt 1089

<210> 11

<211> 315

<212> PRT

<213> Cebada, mutante 8063

<400> 11

77



Met
1
Ala
Leu
val
Phe
65
Leu
Ser
ASN
Gly
Pro
145

Ala

Ile

Ala

Sar

Glu

Arg

50

Arg

GlIn

Ile

Arg

Trp

Tyr

Ala

Gly

Ala

35

Arg

Thr

Gly

Phe

His

115

Gly

Lys

Ile

Asp

Ala

AsSp

20

Pro

Arg

Phe

Phe

Ile

100

Pro

Asn

val

Asn

aAla
180

Ala

Ala

Ala

Phe

His

Gln

85

Pro

AsSp

Gly

Tyr

Leu

165

Glu

ES 2586 616 T3

Gly

Ala

Thr

Ala

Phe

70

GlIn

Glu

Ser

Trp

Gly

Tyr

Gly

Asp

Tyr

Arg

Ala

35

Arg

Arg

Asp

Ile

Ile

135

Leu

Leu

Lys

val

Gly

Ala

40

Gly

Ile

LysS

Trp

Phe

120

Ser

ASp

Asn

Thr

78

Glu

ala

25

Glu

Gly

His

Lys

sSer

105

Arg

Ile

Ile

ala

Leu
185

Ala

10

Ala

Ala

Pro

Asp

Leu
90

Phe

Asp

Ala

Asn

Leu

170

Leu

Phe
Lys
Arg
ala
val
75

Thr
Thr
Lys
Leu
Pro
155

Asp

Asp

Leu

ala

Arg

Ala

60

val

Met

Phe

Thr

ala

140

Arg

ASp

Arg

Ala

val

Leu

45

Gly

Leu

Met

TYr

val

125

Glu

Ala

Asp

val

Ala

Leu

30

Leu

Leu

Asp

Glu

Glu

110

Ala

LysS

Ile

Gly

Glu
190

Cys

Glu

Gly

Glu

Pro

Ile

95

Gly

Glu

Trp

Lys

Leu
175

Gln

Arg

Ala

Cys

His

80

Pro

Leu

Leu

Cys

Ile

160

Pro

Tyr



Glu
Arg
Met
225
Leu
Leu
Pro
val
308

<210> 12
<211> 955
<212> ADN

ser

Ile

210

sSer

ser

Gly

ser

Cys

290

Gln

Lys

Asn

Leu

Gly

Glu

Thr

Leu

Gly

Ile

Tyr

Ile

260

Leu

Arg

LYS

<213> Cebada, mutante 8063

<400> 12

Leu

Cys

val

Cys

245

Ala

Met

Leu

Ile

ES 2586 616 T3

Ser

Ile

Thr

230

Ala

Arg

val

Phe

Met
310

Tyr:

Pro
215
Glu
Leu
Ala
Phe
Leu
295

GIn

200

Gln

Asn

Gln

val

Asn

280

Arg

Ile

79

Arg

Ile

Ser

Gly

Glu

265

Met

Arg

aAla

Asp

Leu

Ser

Phe

250

Glu

Gly

Gly

Ile

Asn

Asn

Glu

val

Gly

Gly

Phe

Leu
315

Lys

Pro

220

Glu

Glu

Ile

Arg

300

Ile

205

Asn

Phe

Asp

sSer

Pro

285

Ile

Glu

Pro

Leu

Gln

val

270

Gly

Asn

Leu

Glu

Tyr

Phe

255

Ile

GlIn

Lys

Asp

aAla

ser

240

Gly

Lys

Gly

Leau



gtttatggtc
aatgcactag
agagtcgaat
gatcgcattg
attgtaactg
caggttttgt
tatctgtgat
gtgtctgtga
aaattatgca
atgccagcaa
tgagaaaaat
gtgtgcgegce
tgtgtatagc
agacggartc

tgatgaaaaa

tggatataaa
acgacgatgg
tctatgaatc
ttggatgcat
aaaattcaag
tgaggaccaa
daagcctagt
dcgcctattt
gatagcaatt
cagcattgta
agccgacatc
acagcatgag
tgtcaacttc
catgaagtca

attcctricc

ES 2586 616 T3

cccaagagcet
tctcccaatc
tgatctrctt
accacagatt
tgaggagttc
tttggectcg
ggtcttatgg
ctacgccgtg
cttcgagtga
tcctggetygce
gcttcgagtt
catacatgaa
gccagcccaa
gcagctccct

tagcatacct

atcaagattg
tatgatgcgg
tcttactgta
cttaacccca
ttgtactcct
ggttgattgc
tattcCaacat
gatttcgcat
ctagatgtta
fgacacagac
ctttatggat
atctggtggc
ccaggtgaag
cgatttgtcc

agcragtttc

catggataaa
aggggaaaac
gagataacaa
atccagaggc
tgagcaacta
tcgggetgtt
gggaggccgg
caataagctc
actaatccca
atctecgett
cttgttgggg
cgcatttcac
daaatarttg
tttgatgatg

ttgcaagaga

cctttacttyg

attgcttgac
gatagaactt
aatgtcaaag
ctgtgctcte
gaagaaggga
ccaggacaag
tggcaaacaa
gtgtttttcc
tagttgaaat
atcagcctgt
atgcrttgtc
agttccttaa
attctgttgc

ataagtctaa

tccttgtgag cctccagetg gatgtttaaa tttccggaat cttgttgctg gattt

<210> 13
<211> 315
<212> PRT

<213> Cebada, mutante 8063

<400> 13

80

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
900

. 955



Met

Ala

Leu

val

Phe

65

Leu

ser

ASn

Gly

Pro

145

Ala

Ile

Glu

Arg

Met
225

Ala

Ser

Glu

Arg

50

Arg

GIn

Ile

Arg

Cys

130

ser

Trp

Tyr

sSer

Ile

210

ser

Ala

Gly

Ala

33

Arg

Thr

Gly

Phe

His

115

Gly

Lys

Asp
Asp
195

val

Lys

Ala

ASD

20

Pro

Arg

Phe

Phe

Ile

100

Pro

Asn

val

Asn

Ala

180

Leu

Gly

Ile

Ala

Ala

Ala

Phe

His

Gln
85

Pro
Asp
Gly
Tyr
Leu
165
Glu
Leu

Cys

val

ES 2586 616 T3

Gly

Ala

Thr

Ala

Phe

70

Gln

Glu

ser

Trp

Tyr

Gly

ser

Ile

Thr
230

Asp
Tyr
Arg
Ala
55

Arg
Arg
Asp

Ile

1
1

L ed
A

Leu

Leu

Lys

Tyr

Pro

215

Glu

val

Gly

Ala

40

Gly

Ile

Lys

Trp

Phe

120

Ser

Asp

Asn

Thr

Cys

200

Gln

Asn

81

Glu

Ala

25

Glu

Gly

His

Lys

Ser

105

Arg

Ile

Ile

ala

Leu

185

Arg

Ile

Ser

Ala
10

Ala

Pro

Asp

Leu

90

Phe

Asp

Ala

AsSn

Leu

170

Leu

Asp

Leu

Ser

Phe

Lys

Arg

ala

val

75

Thr

Thr

LYsS

Leu

Pro

155

AsSp

AsSp

ASn

Asn

N &Y
V1=

Leu
Ala
Arg
Ala
60

val
Met
Phe
Thr
Ala
140
Arg
AsSp
Arg
LysS
Pro

220

Glu

Ala

val

Leu
45

Gly

Leu

Met

Tyr

val

125

Glu

Asp

val

Ile

Asn

Phe

Ala

Leu

30

Leu

Leu

Asp

Glu

Glu

110

ala

Lys

Ile

Gly

Glu

190

Glu

Pro

Leu

Cys
15

Glu

Gly

Glu

Pro

Ile

95

Gly

Glu

Trp

Lys

Leu

175

Phe

Leu

Glu

Tyr

Gln

Arg

Cys

His

80

Pro

Leu

Leu

Cys

Ile

160

Pro

Tyr

Asp

Ala

ser
240



10

15

Leu

Leu

Pro

val

Ser Asn

Tyr

Ile
260

Leu
y Leu
5

Arg

ES 2586 616 T3

Cys Ala

245

Leu

Ala Arg Ala

Met val Phe

Leu Phe Leu

295

GIn Thr ITe Met Gln

310

Trp
305

Lys

<210> 14

<211> 810

<212> ADN

<213> Cebada, mutante 8063

<400> 14

gtttatggtc
aatgcactag
agagtcgaat
gatcgcattg
attgtaactg
caggttttat
tatctgtgat
gctgctgaca
gagttcttta
atgaaatctg
cccaaccagg
tccctcgatt
tacctagcta

ttaaatttcc

tggatataaa
acgacgatgg
tctatgaatc
ttggatgcat
aaaattcaag
tgaggaccaa
aaagcctagt
cagacatctc
tggatcttgt
gtggccgcat
tgaagaaaat
tgtcctttga
gtttcttgeca

ggaatcttgt

cccaagagcet
tctcccaatc
tgatcttctt
accacagatt
tgaggagttc
tttggcctcg
ggtcttatgg
cgctttagtt
tggggatcag
ttcacatgct
atttgagttc
tgatgattct
agagaataag

tgctggatte

<210> 15

<211> 289

<212> PRT

<213> Cebada, mutante 8063

<400> 15

GIn Gly

Phe

250

Glu
265

val

Asn Met

280

Arg Arg

Ile Ala

atcaagattg
tatgatgcgg
tcttactgta
cttaaccccé
ttgtactcct
ggttgattgc
tattcaacat
gaaattgaga
cctgtgtgtg
ttgtctgtgt
cttaaagacyg
gttgctgatg

tctaatcctt

Glu

Gly

Gly

Ile

Gly Ile ser val

Leu
315

catggataaa
aggggaaaac
gagataacaa
atccagaggc
tgagcaacta
tcgggetgtt
ggg9aggccgg
aaaatagccg
cgcgcacagc
atagctgtca
gattccatga
aaaaaattcc

gtgagcctcc

val Glu Asp Gln

Phe Arg Ile Asn
300

Ile
270

Gly arg Pro Gly Gln
285

Lys

cctttacttg
attgcttgac
gatagaactt
aatgtcaaag
ctgtgctctc
gaagaaggga
ccaggacaag
acatcgcttc
atgggcatac
acttcgccag
agtcagcagc
tttcctageca

agctggatgt

Lys

G'I'y

Leu

Met Ala ala ala §1a Gly Asp val Glu Ala Phe Leu Ala Ala ggs Gln
1

10

Ala Ser Gly Asp Ala Ala Tyr Gly Ala Ala Lys Ala val Leu Glu Arg

82

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
810



Leu

val

Phe

65

Leu

ser

Asn

Ggly

Pro

145

Ala

Ile

Glu

Arg

Met

225

Leu

Leu

Pro

Cys

Glu

Arg

50

Arg

Gln

Ile

Arg

Cys

130

ser

Trp

Tyr

Ser

Ile

210

Ser

Ser

Gly

Ser

Ala

35

Arg

Thr

Gly

Phe

His

115

Gly

Lys

Ile

Asp

Asp

val

Lys

AsSn

Leu

Gly

20

Pro

Arg

Phe

Phe

Ile

100

PO

Asn

val

ASN

ala

180

Leu

Gly

Ile

Tyr

Ile

260

Leu

Ala

Phe

His

Gln

85

Pro

ASp

Gly

Tyr

Leu

165

Glu

Leu

Cys

val

Cys

245

Ala

Met

ES 2586 616 T3

Thr
aAla
Phe
70
GlIn
Glu
ser
Trp
Gly
1
Tyr
Gly
ser
Ile
Thr
230
Ala

Arg

val

Arg
Ala
55
Arg
Arg
Asp
Ile
Ile
1
Levu
Leu
LysS
Tyr
Pro
215
Glu
Leu

Ala

Phe

Ala

4Q

Gly

Ile

LyS

Trp

Phe

120

ser

ASp

ASN

Thr

Cys

200

G1n

ASN

Gln

val

Asn
280

83

Glu
Gly
His
Lys
sSer
105
Arg
Ile
Ile
Ala
Leu
185
Arg
Ile
ser
Gly
Glu

265

Met

Pro

Asp

Leu

20

Phe

ASp

Ala

ASN

Leu

170

Leu

Asp

Leu

ser

Phe

250

Glu

Gly

Arg

aAla

val

75

Thr

Thr

LYysS

Leu

Pro

155

Asp

Asp

Asn

Asn

Glu

235

val

Gly

Gly

Arg

Ala

60

val

Met

Phe

Thy

Ala

140

Arg

Asp

Arg

Lys

Pro

220

Glu

Glu

Ile

Arg

* 30"

Leu

45

Gly

Leu

Met

Tyr

val

125

Glu

Ala

Asp

val

Ile

205

Asn

Phe

ASp

Ser

Pro
285

Leu

Leu

ASp

Glu

Glu

110

Ala

Lys

Ile

Gly

Glu

190

Glu

Pro

Leu

Gln

val

270

Gly

Gly

Glu

Pro

Ile

95

Gly

Glu

Trp

Lys

Leu

175

Phe

Leu

Glu

Tyr

Phe

255

Ile

GlIn

Ala

Cys

His

80

Pro

Leu

Leu

Cys

Ile

160

Pro

Tyr

Asp

Ala

Ser

240

Gly

Lys

Gly
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84

<210> 16

<211> 6459

<212> ADN

<213> Cebada, vc. sebastian

<400> 16
atggctgcgg cggcggggga cgtggaggcyg ttcctggegg cgtgccagge gtcgggcgac 60
gcggcgtacg gcgccgccaa ggeccgtgetg gagcggetcg aggcgecgge cacgcgegec 120
gaggccaggc ggctcctcgg cgccgtgecga cggegettcg €cgccggegg cccggecgeyg 180
gggctcgagt gcttccgcac cttccacttc cgcatgcacg acgtcgtcCt cgacccccac 240
ctccaaggtt gcccggecce ttcocctacac accegttgte gacccgcate tcrtttegecyg 300
atctggccgt caaaagcacg cggcttggta gaaatcaage c¢tgcaatcct gatccgttta 360
tggctggcca gtcgatcagt aatttggcca taactggagt ataaccttgg tctctaatct 420
ctacctgacc atataccgag ttggttttct ttcttcttgt ttccgtattt gtgtagtttt 480
ttcttttctt tcgagcatga tgttctttga attaatgcgt accagactcc agtaattcga 540
cattttgaat tttggcgagt gttcttggaa tttataacac aacgaggctt tgatcaagtg 600
gtttatgtag aggagtgttt ttgttcttgt gcaccgtata caattctcta tttcccaaca 660
attttgatgg cctctaagca tcctgtagtc atgtctactg tgtaagctac agatttattc 720
atgtctatgt gtaagctgca aatggagaga aaagctatct atttggttgt tccagcttgt 780
tctttggcag aacaatcctg cccatcctat caccataagt ataaaagcac gacaaatgag 840
tggggcaage atgcetgccaa gctaatacac éacataagct acatattttg aggggcatgt 900
tatctttttt tttcccttct actcagttte tictttggga gaacaatcct actcaaccta 960
taatcataag aataaaagca agacagatga gtgctgCaga ctattggcat atataacaac 1020
taaataggac atctgtccgc tatatcttta gttaataatt gtatatagac gcagtcetttg 1080
tgctggaaaa actgcaacta aatattttct tacattatat ggaatctggg tgtgatatga 1140
cttctttgtt acgttttgtg tgcataaagc attaacttct gtctttagtt ggcgcagedg 1200
taaaaacacc cattgcttaa tattttattt getttccgta gcttgataaa atttcaactg 1260
cttctaggat tccagcaaag aaagaagcta acaatgatgg agatacccag cattttcatt 1320
ccagaagact ggtcattcac tttctacgag ggtctcaacc ggcatccaga ttﬁcatcttc 1380
agggataaga cagtagcaga gctgggatgt ggcaatggtt ggatatccat tgcacttgca 1440
gaaaagtggt gcccttcgaa ggttggcacc tcttgttccg tagatattta tcttatctcg 1§OO
tttgttgcaa acatgggacc tgcagaagtt agacatttac tcaggttact ttatatgaaa 1560
Cttttaggtg tctgccagta gtctgectggt ggtctaattt tcttggtata cctgatgccg 1620
tcgagcatat tgctttcaaa ttttgggcaa ggceattacca ccacatattg tttctacaat 1680
gctgaacaat tgctctcctt tgaaaggaag aaaaacaaga atgacatgca ccttagtagt 1740
ttaagccaca aataccagcg aatcaaatta gtttgcagtc agettggcat taccttactt 1800
gagccttggt tgttcttttg aaggtttatg gtctggatat aaacccaaga gctatcaaga 1860



ttgcatggat
cggaggggaa
gtagagataa
gtttttacca
ttaatatcty
gaaaattcaa
tgagatctat
gagtctccaa
atcctgaaat
atttctettt
agaadataatg
aggtagttag
ggggttagca
cctgtatgga
tggaattatt
atgataatcc
gctgattgta
attcagggtt
gggatatctg
caaggtgrtct
acaaaaatta
ttccatgceca
caatcttcag
aattttrgtt
ctccgettta
tgttggggat
catttcacat
actctctogat
agaatttcag
ctccctcgat
atacctagct
tttaaatttc
tcctgatgta

agatcaacct

aaacctttac
aacattgctt
caagatagaa
atttccrgtg
cctttcagat
gtgaggagtt
ttaaactcaa
atcttrttct
tgactttaca
tccttgtagg
tatgctttgt
gaacctagga
gtccaaatcc
caaatgtgat
aacagcggta
ttatgccacg
cgattccagce
ttgttgagga
tgataaagcc
gtgagcgcct
tgcaggtagc
gcaacagcat
ctgggcctag
gaggatcatt
gttgaaattg
cagcctgtgt
gctttgtctg
tagatcttta
gtgaagaaaa
ttgtcctttg
agtttcttgc
cggaatcttyg
agacttggtg
atttgatgct

ES 2586 616 T3

ttgaatgcac
gacagagtcg
cttgatcgca
aatggggatt
tcttaaccce
cttgtactec
gccattcagt
tttctcaaac
atgcttgttc
catgtggtca
acttatgaca
tggagagcac
acctcaagtt
cagcacccca
tttattttta
aggttacatt
ttccggttge
ccaatttggc
Ttagtggtctt
atttctacgc
aattctttga
tatatcctgg
aattttcatc
accaactagt
agaaaaatag
gtgcgcgeac
tgtatagctg
caacaataat
tatttgagtt
atgatgattc
aagagaataa
ttgctggatt
tctattgect

tctcacgtat

tagacgacga
aattctatga
ttgttggatg
atagtcgatc
aatccagagg
ttgagcaact
ttacctgtta
agcaaagaga
ataatctgct
gacctttata
tggttccacc
cgacagtgta
Ccaacctattg
gtctttccta
ccctgtttaa
gtattactca
taattttgtt
ctcgggttga
atggtattca
cgtggatttc
gtgactagat
ttagaggaat
taccggctta
tgggtctttg
ccgacatcgce
agcatgggca
tcaacttcgce
atagtaatgt
ccttaaagac
tgttgctgat
gtctaatcct
tatgaagagt
acaattargt

gcttcatgtg

85

tggtctccca
atctgatctt
cataccacag
agaacttgat
caatgtcaaa
actgtgctct
ctaaatggtt
gaagaaaact
tacgaaatat
taagaaaatyg
agtataatca
taatatatat
cataactctt
taaaaatgtc
tttrttcctt
agtcaatatt
atgtttgtga
ttgctcgggc
acatgggagyg
gcatcaataa
gttaactaat
atgctcttca
catttttaca
caggctgctg
ttcgagttct
tacatgaaat
cagcccaacc
caggaataat
ggattccatg
gaaaaaattc
tgtgagcctc
taccaccaca
rtgcttatta

acacttcctt

atctatgatg
ctttcttact
gtacggtcag
caaaatgccc
gattgtaact
ccaggtgagt
acccatgtca
tttaagttct
gcgtttgaac
aagtttttgt
atttaagtct
atgtcgatag
ggtcttacaa
tgctggaata
tgctaaaaga
tgttactatg
actttgctgc
tgttgaagaa
ccggccagga
gctctggcaa
cccagtgttrt
tgttgcacac
ttacagaacc
acacagacat
ttatggatct
ctggtagccg
aggtacctat
aataatttgg
aagtcagcag
crtttcctagc
cagctggatg
tcccattaac
gaaattcata

ttcctctggt

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900



gcaccagaat
gttctcacct
gttaacatct
ggaactgtgg
gttattgcca
tcgaagcacc
ttgttgttac
taagtgtaac
tgtctagtct
cacatgecgac
tctagttgaa
acactgttta
tggaagttgc
ttgagctatt
atgagctgct
gcctcttcca
agtggacact
gctgggtact
tgttttccct
aggagatgat
ttcctggttc
taccttctygce
ctgaaaccga
caggcggtrgc
ttctttgctg
acgtcaacgc
caggcttcaa
gggtctatat
tagcagagct
cctctyggrcet
ctaatgtcaa
agctgaccac
acacarttta
ggaagctgtt

agaaggagac

gttgttgrgt
ggacttgcaa
ttagcaattg
aaaatacatg
trcttctaaa
acgccaatca
tggcatggct
gaaagatgtt
gccaagctca
tatattgtgt
ctgttgtgca
aatgtactca
ttttgctatc
ggaaggacat
ggcatttcaa
gttctccatc
cccctcagca
tcgattacac
ctaatgtttg
agggttttca
catggaatcc
agtaaacgcc
tgtccgttec
ttctgaaatt
catgcaagaa
agcaaagttt
gatcgaacca
ttctggccec
gctttctgte
ggagttccaa
gtcttcaaag
ggctggyctt
cagtttccca
gggtcttaag
gttgaagaat
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tcccatccceg
ttgttgacga
aggtactttg
tgttctgtga
tttcaggaaa
gatttgctga
cagtttgagg
ggttcccgat
aatggtgtat
ggcttagtta
tactatatag
tttctttttg
tctgaagatc
acttctgtga
attggtgacc
tcactcagtt
cgggcaagct
cacaatgagc
gttgctcttt
agttcagcta
ggtgtcatac
tccattttcg
agcattcagc
atatacggga
cagggcacct
gtgaatgcaa
agtgctctag
acaatcaacc
tgtgcgacat
gccaccggct
ccctegttct
gatttcgggt
agcttgagtc
aaccagaagyg

cgtygccgace

tgctgttgca
acacctaacc
accgatactc
agaaaaagtt
gtaaccatgc
ttgagttgat
ctatcaccag
tattactaga
tgaaatatct
agaatcaggt
aatatcttga
ctrcatrtta
caactgttta
tcagccagca
ggcatccaca
ctgtccacaa
agtccatgaa
tcctcaacgt
ttcagagaga
tgtccaccct
atatggatct
daagttttgt
agctggtgaa
acacctgtct
tgctttteec
ccaccttgac
ccgacacact
ctactggctt
acggagccag
gcagccagtg
ccgttgteet
ttctgattat
dgccacacag
atcagcattt

agttgatcaa

86

atcgaaaatg
agacacttgc
ccctettict
atgctgacaa
taaagataca
caggaaactg
tgctgctttc
tatttcagaa
tgctgggaag
gtgtgtcaat
cttttatatg
cttgcaggtt
taaggcattg
ctattatggt
acaagaggta
ggtgccgaat
tttggattag
ggtctggtrt
acctgcagaa
agaaggagct
ggaccgecage
tcgtcagaac
agatagctat
CgCgetctc
cttgggaacc
tattccaacg
agagaaggtyg
cctgtacagt
ggtggtgata
gaatttggaa
gctcggagag
gagcgactcg
cacgttgaag
ctctgatctc

ggtatgcctt

ctcttcggtt
ccaaqgcaatg
ttctgtgttt
gaatttcgat
gtaactgtaa
aagcctcagg
gtgaacttat
catctggaat
accctgectt
cagcctgaac
tactttagaa
tattctgatc
tcacaaacta
tgtcttttec
aacatggctt
gatctgttca
ttccctctta
atgtttttca
gtgatatcta
gagtttttcg
ttcttygccag
atcactgatt
ggtttctcag
aacaagcttg
aacgggcatt
aaggcagatt
tctcageegt
gacgacgata
gatacctcct
agatgtcttt
ctgtcctttg
tcecttggttg
tacacgttca
atccttygagc

ttygggatatc

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000



ctgtgtttag gctctctgtt
ggctaatttc agtacttcaa
attttcctgt gatgtgatga
catggcggca tctcgatgcet
gacggctttg agggcaagct
gggctgtgca ttagcagcag
gctctggaga gcggcgactt
gtccttggtg gcggtgctaa

<210> 17

<211> 3267

<212> ADN

<213> Cebada, vc. sebastian

<400> 17

atggctgcgg
gcggcegtacg
gaggccaggc
gggctcgagt
ctccaaggat
ccagaagact
agggataaga
gaaaagtggt
gcatggataa
gaggggaaaa
agagataaca
aatccagagg
ttgagcaact
gctcgggetg
atgggaggcc
atcaataagc
gttgaaattg
cagcctgtgt
gctttgtcty
ttccttaaag
tctgttgctg
aagtctaatc

tttatgaaga

€ggcggggqga
gcgccgcecaa
ggctcctegg
gctteccgeac
tccagcaaag
ggtcattcac
cagtagcaga
gcccttegaa
acctttactt
cattgcttga
agatagaact
caatgtcaaa
actgtgctct
ttgaagaagg
ggccaggaca
tctggcaaac
agaaaaatag
gtgcgcgcac
tgtatagctg
acggattcca
atgaaaaaat
cttgtgagece

gttaccacca
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ttcttcccct
gtttgccacg
acagacgctt
tgcaaaaccg
ggacagccac
cgggtggaca
cgaccgggcc

ggtgaatggt

cgtggaggcg
ggcegtgetg
cgccgtgcecga
cttccacttc
aaagaagcta
tttctacgag
gctgggatgt
ggtttatggt
gaatgcacta
cagagtcgaa
tgatcgcatt
gattgtaact
ccagggtttt
gatatctgtg
aggtgtctgt
aaaaattatg
ccgacatcgc
agcatgggca
tcaacttcgce
tgaagtcagc
tcctttecta
tccagctgga

catcccatta

gatcagctct
catttctgac
gagagctgcg
accgcctaca
aacatgaggg
ggyggtgccgg
atggagtgca

agcaactag

ttcctggegg
gagcggecicg
cggcegetteg
cgcatccacg
acaatgatgg
ggtctcaacc
ggcaatggtt
ctggatataa
gacgacgatg
ttctatgaat
gttggatgca
gaaaattcaa
gttgaggacc
ataaagccta
gagcgcctat
caggctgctg
ttcgagttct
tacatgaaat
cagcccaacc
agctccctceg
gcatacctag
tgtttaaatt

actcctgata
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ccgatcccct
atattctttc
gctgggacgce
ttyggcaaatc
aagccctect
actactgccg

tcgeceggtt

cgtgccaggce
aggcgecegge
ccgecggegg
acgtcgtcct
agatacccag
ggcatccaga
ggatatccat
acccaagagc
gtctcccaat
ctgatcttct
taccacagat
gtgaggagtt
aatttggect
gtggtcttat
ttctacgcceg
acacagacat
ttatggatct
ctggtggccg
aggtgaagaa
atttgtcctt
ctagtttctt
tccggaatcet

atgttgttgt

tacatcctta
ctcttgtttt
tgtgggctgce
gctcaaggtg
gaggtccacc
cttcagcttt

cagggagctyg

gtcgggegac
cacgcgcgcec
cccggecgcg
cgacccccac
cattttcatt
ttccatcttc
tgcacttgca
tatcaagartt
ctatgatgcg
ttcttactgt
tcttaacccc
cttgtactcc
cgggttgatt
ggtattcaac
tggatttcgc
ctccgcttta
tgttggggat
catttcacat
aatatttgag
tgatgatgat
gcaagagaat
tgttgctgga

gttcccatcc

6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6459

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



5

cgtgctgttg
gaacacctaa
aaccatgcta
gagttgatca
atcaccagtg
ttactagata
aaatatcttg
aatcaggttt
aaggcattgt
tattatggtt
caagagagag
atgtccaccc
catatggatc
gaaagttttg
cagctggtga
aacacctgtc
ttgctrttcc
accaccttga
gccgacacac
cctactgget
tacggagéca
tgcagccagt
tccgttgtoc
tttctgatta
cggccacaca
gatcagcatt
cagttgatca
tcgatgcttg
ggcaagctgg
agcagcagcg
ggcgacttcg

ggtg'ctaagg

<210> 18
<211> 1088
<212> PRT

caatcgaaaa
ccagacactt
aagatacagt
ggaaactgaa
ctgctttcegt
tttcagaaca
ctgggaagac
attctgatct
cacaaactat
gtcttttcca
aacctgcaga
tagaaggagc
tggaccgcag
ttcgtcagaa
aagatagcta
tcgcgetett
ccttgggaac
ctattccaac
tagagaaggt
tcctgtacag
gggtggtgat
ggaatttgga
tgctcggaga
tgagcgactc
gcacgttgaa
tctctgatct
agacgcttga
caaaaccgac
acagccacaa
ggtggacagg
accgggccat

tgaatggtag
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tgctcttcgg
gcccaagcaa
aactgtaatc
gcctcaggtt
gaacttatta
tctggaattyg
cctgccttca
ggaagttgct
tgagctattg
tgagctgctg
agtgatatct
tgagtttttc
cttcttgcca
catcactgat
tggtttctca
caacaagctt
caacgggcat
gaaggcagat
gtctcagccg
tgacgacgat
agatacctcc
aagatgtctt
gctgtccttt
gtccttggtt
gtacacgttc
catccttgag
gagctgeggc
cgcctacatt
catgagggaa
ggtgccggac
ggagtgcatc

caactag

ttgttctcac
tggttaacat
gaagcaccac
gttgttactg
agtgtaacga
tctagtctgce
catgcggcta
trtgctatct
gaaggacata
gcatttcaaa
aaggagatga
gttcctggtt
gtaccttctg
tctgaaaccg
gcaggcggtg
gttctttgct
tacgtcaacg
tcaggcttca
tgggtctata
atagcagagc
tcctetggtc
tctaatgtca
gagctgacca
gacacatttt
aggaagctgt
cagaaggaga
tgggacgctg
ggcaaatcgc
gccctectga
tactgccgcet

gcccggttca
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ctggacttgc
ctttagcaat
gccaatcaga
gcatggctca
aagatgttgg
caagctcaaa
tattgtgtgg
ctgaagatcc
cttctgtgat
ttggtgaccg
tagggttttc
ccatggaatc
cagtaaacgc
atgtccgttc
cttctgaaat
gcatgcaaga
cagcaaagtt
agatcgaacc
tttctggeec
tgctttctgt
tggagttcca
agtcttcaaa
cggctgggcet
acagtttccc
tgggtcttaa
cgttgaagaa
tgggctgcca
tcaaggtgga
ggtccaccgg

tcagctttge

gggagctggt

aattgttgac
tgaggaaagt
tttgctgatt
gtttgaggct
ttccecgatta
tggtgtattg
cttagttaag
aactgtttat
cagccagcac
gcatccacaa
aagttcagct
cggtgtcata
ctccattttc
cagcattcag
tatatacggg
acagggcacc
tgtgaatgca

aagtgctcta

cacaatcaac:

ctgtgcgaca
agccaccggc
gccctegttc
tgatttcggg
aagcttgagt
gaaccagaag
tcgtgcecgac
tggcggecatc
cggctttgag
getgtgeatt
tctggagagc
ccttggtggce

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3267



<213> Cebada, vc. sebastian

<400> 18

Tet Ala Ala Ala

Ala

Leu

val

Phe

63

Leu

ser

Asn

Gly

Pro

145

Ala

Ile

Glu

Arg

Met

225

Leu

Leu

ser

Glu

Arg

30

Arg

Glin

Ile

Arg

Cys

130

sSer

Trp

Tyr

Ser

ser

Ser

Gly

Gly

Ala

35

Arg

Thr

Gly

Phe

His

115

Gly

Lys

Ile

Asp

Asp

195

val

LYysS

Asn

Leu

Asp

20

Pro

Arg

Phe

Phe

Ile

100

Pro

Asn

val

Asn

Ala

180

Leu

Gly

Ile

Tyr

Ile

Ala

Ala

Ala

Phe

His

GlIn

85

Pro

Asp

Gly

Tyr

Leu

165

Glu

Leu

Cys

val

Ccys

245

Ala
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Gly

Ala

Thr

Ala

Phe

70

Gln

Glu

Ser

Trp

Gly

Tyr

Gly

Sear

Ile

Thr

230

Ala

Arg

Asp

Tyr

Arg

Ala

53

Arg

Arg

ASp

Ile

Ile

135

Leu

Leu

Lys

Tyr

Pro

215

Glu

Leu

Ala

val

Gly

Ala

40

Gly

Ile

Lys

Trp

Phe

120

Ser

Asp

Asn

Thr

Cys

200

Gln

Asn

Gln

val

89

Glu

Ala

25

Glu

Gly

His

Lys

ser

105

Arg

Ile

Ile

Ala

Leu

185

Arg

Ile

Ser

Gly

Glu

Ala

10

Ala

Ala

Pro

Asp

Leu

90

Phe

Asp

Ala

Asn

Leu

170

Leu

ASp

Leu

Ser

Phe

250

Glu

Phe

Lys

Arg

Ala

val

75

Thr

Thr

Lys

Leu

Pro

155

Asp

ASp

Asn

Asn

Glu

val

G1y_

Leu

Ala

Arg

Ala

60

val

Met

Phe

Thr

Ala

140

Arg

Asp

Arg

Lys

Pro

220

Glu

Glu

Ile

Ala

val

Leu

45

Gly

Leu

Met

Tyr

val

125

Glu

Pro

Asp

val

Ile

205

Asn

Phe

ASp

Ser

Ala

Leu

30

Leu

Leu

Asp

Glu

Glu

110

Ala

Lys

Ile

Gly

Glu

190

Glu

Pro

Leu

Gin

val

Cys

Glu

Gly

Glu

Pro

Ile

95

Gly

Glu

Trp

Lys

Leu

175

Phe

Leu

Glu

Tyr

Phe

255

Ile

Gln

Arg

ala

Cys

His

80

Pro

Leu

Leu

Cys

Ile

160

Pro

Tyr

Asp

Ala

ser

240

Gly

Lys



Pro

val

Leu

Lys

Leu

Gly

ser

Leu

Asn

Pro

Ile

465

Glu

Pro

GlIn

Sar

cys

290

Gln

Glu

val

Ser

Arg

Phe

val

Gln

Phe

Leu

450

His

Glu

Arg

va'l
530

Gly

Glu

Thr

Gly

Gly

Gin

His

Ala

Glu

Arg

Thr

ASD

Leu

Glu

Gln

515

val

260

Leu

Arg

Lys

Glu

Asp

340

Gly

Pro

Glu

ASp

Asn

420

Asn

Pro

Ala

Thr

Ser

500

ser

val

Met

Leu

Ile

Lys

Gln

Arg

Asn

val

Glu

405

Lys

Leu

Asp

Leu

Arg

Asn

ASp

Thr
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val

Phe

Met

310

Asn

Pro

Ile

G1In

Ser

390

Lys

ser

val

Asn

Arg

His

His

Leu

Gly

Phe

Leu

295

Gln

ser

val

ser

val

375

Ser

Ile

Asn

Ala

val

455

Leu

Leu

Ala

Leu

Met
335

Asn

280

Arg

Ala

Arg

Cys

His

360

Lys

ser

Pro

Pro

Gly

440

val

Phe

Pro

Lys

Ile

520

Ala

90

7265

Met

Arg

Ala

His

Ala

345

Ala

LyS

Leu

Phe

425

Phe

val

ser

LysS

Gln

Gly

Gly

ASp

Arg

330

Arg

Leu

Ile

ASp

Lel

410

Glu

Met

Phe

Pro

Gln

490

Thr

Leu

Phe

Gly

Phe

Thr

315

Phe

Thr

ser

Phe

Leu

395

Ala

Pro

LyS

Pro

Gly

Trp

val

Ile

Glu

Asp

Glu

Ala

val

Glu

380

ser

Tyr

Pro

Ser

ser

460

Leu

Leu

Thr

Arg

Ala
540

Pro

285

Ile

Ile

Phe

Trp

Tyr

365

Phe

Phe

Leu

Ala

Tyr

445

Arg

Ala

Thr

val

525

Ile

270

Gly

Asn

ser

Phe

Ala

350

Ser

Leu

Asp

Ala

Gly

His

Ala

ser
Ile
510

Leu

Thr

Gln

Lys

Ala

Met

335

TYr

Cys

Lys

ASp

ser

415

Cys

His

val

val

Leu

495

Glu

Lys

ser

Gly
Leu
Leu
320

Asp

Met

ASD

ASp

Phe

Leu

ASp

480

Ala

Pro

Ala



Ala

545

Leu

Asn

Ala

val

GlIn

625

Tyr

Arg

Met

Phe

AS

70

Glu

Ser

Gly

Lys

Leu

785

Thr

Phe

Leu

Gly

Ile

Ala

610

Thr

Tyr

His

Ile

Phe

690

Arg

Ser

Ser

Ala

Leu

770

Gly

Thr

val

Asp

val

Leu

595

Phe

I1e'

Gly

Pro

Ser

Phe

Ile

Ser

755

val

Thr

Leu

Asn

Ile

Leu

580

Cys

Ala

Glu

Cys

GIn

660

Phe

Pro

Phe

val

GIn

740

Glu

Leu

Asn

Thr

Leu

Ser

565

Lys

Gly

Ile

Leu

Leu

645

GIn

Ser

Gly

Leu

Arg

GIn

Ile

Cys

Gly

I1le
805
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Leu

550

Glu

Tyr

Leu

ser

Leu

630

Phe

Glu

ser

Ser

Pro

710

GlIn

Leu

Ile

Cys

His

790

Pro

ser

His

Leu

val

Glu

615

Glu

His

Arg

Ser

Met

695

val

Asn

val

Tyr

Met

775

Tyr

Thr

val
Leu
Ala
LysS
600
Asp
Gly
Glu
Glu
Ala
6830
Glu
Pro
Ile
LyS
Gly
760
Gin

val

Lys

91

Thr

Glu

Gly

Asn

Pro

His

Leu

Pro

665

Met

Ser

ser

Thr

Asp

745

Asn

Glu

Asn

Ala

Lys

Leu

570

Lys

Gin

Thr

Thr

Leu

650

Ala

ser

Gly

Ala

730

Ser

Thr

Gln

Ala

ASp
810

Asp

555

ser

Thr

val

val

ser

635

Ala

Glu

Thr

val

val

715

ser

Tyr

Cys

Gly

Ala

795

Ser

val

ser

Leu

Tyr

Tyr

620

val

Phe

val

Leu

Ile

700

Asn

Glu

Gly

Leu

Thr

780

Lys

Gly

Gly

Leu

Pro

ser

605

Lys

Ile

Gln

Ile

Glu

685

His

Ala

Thr

pPhe

Ala

765

Leu

Phe

Phe

Ser

Pro

ser

590

Asp

Ala

ser

Ile

Ser

670

Gly

Met

Ser

Asp

ser

750

Leu

Leu

val

Lys

Arg

ser

575

His

Leu

Leu

GlIn

Gl

65

Lys

Ala

Asp

Ile

val

735

Ala

Phe

Phe

Asn

Ile
815

Leu

560

Ser

Ala

Glu

ser

His

640

Asp

Glu

Glu

Leu

Phe

720

Arg

Gly

Asn

Pro

Ala

800

Glu
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Pro Ser Ala Leu Ala Asp Thr Leu Glu Lys val Ser GIn Pro Trp val
820 825 830

Tyr Ile Ser Gly Pro Thr ITe Asn Pro Thr Gly Phe Leu Tyr Ser Asp
835 840 845

Asp Asp Ile Ala Glu Leu Leu Ser val Cys Ala Thr Tyr Gly Ala aArg
850 855 860

val val Ile Asp Thr Ser Ser Ser Gly Leu Glu Phe Gln Ala Thr Gly
865 870 875 880

Cys Ser Gln Trp Asn Leu Glu Arg Cys Leu Ser Asn val Lys Ser Ser
885 890 895

Lys Pro Ser Phe Ser val val Leu Leu Gly Glu Leu Ser Phe Glu Leu
00 905 910

Thr Thr Ala Gly Leu Asp Phe Gly Phe Leu Ile Met Ser Asp Ser Ser
915 920 925

Leu val Asp Thr Phe Tyr Ser Phe Pro Ser Leu Ser Arg Pro His Ser
930 935 940

Thr Leu Lys Tyr Thr Phe Arg Lys Leu Leu Gly Leu Lys Ash GIn Lys
945 950 955 960

Asp GIn His Phe Ser Asp Leu Ile Leu Glu GIn Lys Glu Thr Leu Lys
965 970 975

Asn Arg Ala Asp Gln Leu Ite Lys Met Leu Glu Ser Cys Gly Trp Asp
980 385 990

Ala val Gly Cys His Gly Gly Ile Ser Met Leu Ala Lys Pro Thr Ala
995 1000 1005

Tyr Ile Gly Lys Ser Leu Lys val Asp Gly Phe Glu Gly Lys Leu
1010 1015 1020

Asp Ser His Asn Met Arg Glu Ala Leu Leu Arg Ser Thr Gly Leu
1025 1030 1035

Cys Ile Ser Ser ser Gly Trp Thr Gly val Pro Asp Tyr Cys Arg
1040 1045 1050

Phe Sser Phe Ala Leu Glu Ser Gly Asp Phe Asp Arg Ala Metr Glu
1055 . 1060 1065

Cys Ile Ala Arg Phe Arg Glu Leu val Leu Gly Gly Gly Ala Lys
1070 1075 1080

val Asn Gly Ser Asn
1085

92



ES 2586 616 T3

93

<210> 19

<211> 6459

<212> ADN

<213> Cebada, mutante 14018

<400> 19
atggcrgcgy cggcggggga cgtggaggcg ttcctggcgg cgtgccaggc gtcgggcgac 60
gcggcgtacg gcgcecgecaa ggecgtgctg gagcggetcg aggegecgge €acgegeygcc 120
gaggccagge ggctcectcgg cgecgtgcga ¢ggegettcg ¢Cgecggecgg cccggocgcg 180
gggctcgagt gcrtccgcac cttccacttc c¢gcatccacg acgtcgtcct cgaccceccac 240
ctccaaggtt gcccggecce ttccctacac acccgttgtc gacccgcatc tctttcgecg 300
atctggccgt caaaagcacg <¢ggcttggta gaaatcaage ctgcaatcct gatccgttta 360
tggctggcca gtcgatcagt aatttggcca taactggagt ataaccttgg tctctaatct 420
ctacctgacc atataccgag ttggttttct ttcttcttgt ttccgtattt gtgtagtttt 480
ttcttttctt tcgagcatga tgttctttga attaatgcgt accagactcc agtaattcga 540
cattttgaat tttggcgagt gttcttggaa tttataacac aacgaggctt tgatcaagtg 600
gtttatgtag aggagtgttt ttgttcttgt gcaccgtata caattctcta tttcccaaca 660
attttgatgg cctctaagca tcctgtagtc atgtctactg tgtaagctac agatttattc 720
atgtctatgt gtaagctgca aatggagaga aaagctatct atttggttgt tccagcttgt 780
tctttggcag aacaatcctg cccatcctat caccataagt ataaaagcac gacaaatgag 840
tggggcaagc atgctgccaa gctaatacac gacataagct acatattttg aggggcatgt 200
tatctttttt tttcccttct actcagttte ttetttggga gaacaatcct actcaaccta 960
taatcataadg aataaaagca agacagatga gtgctgcaga ctattggcat atataacaac 1620
taaataggac atctgtccgc tatatcttta gttaataatt gtatatagac gcagtctttg 1080
tgctggaaaa actgcaacta aatattttct tacattatat ggaatctggg tgtgatatga 1140
CLLCLttgtt acgttttgtg tgcataaagc attaacttct gtctttagtt ggcgcagcag 1200
taaaaacacc cattgcttaa tattttattt gctttccgta gcttgataaa atttcaactg 1260
cttctaggat tccagcaaag aaagaagcta acaatgatgg agatacccag cattttcatt 1320
ccagaagact ggtcattcac tttctacgag ggtctcaacc ggcatccaga ttccatctic 1380
agggataaga cagtagcaga gctgggatgt ggcaatggtt ggatatccat tgcacttgca 1440
gaaaagtggt gcccttcgaa gattggcacc tcttgttccg tagatattta tcttatctcg 1500
tttgttgcaa acatgggacc tgcagaagtt agacatttac tcaggttact ttatatgaaa 1560
cttttaggtg tctgccagta gtctgctggt ggtctaattt tcttggtata cctgatgccg 1620
tcgagcatat tgctttcaaa ttttgggcaa ggcattacca ccacatattg tttctacaat 1680
gctgaacaat tgctctcectt tgaaaggaag aaaaacaaga atgacatgca ccttagtagt 1740
ttaagccaca aataccagecg aatcaaatta gtttgcagts‘agcttggcat taccttactt 1800



gagccttggt
ttgcatggat
€ggaggggaa
gtagagataa
gtttttacca
ttaatatctg
gaaaattcaa
tgagatctat
gagtctccaa
atcctgaaat
attitctctry
agaaataatg
aggtagttag
ggggttagca
cctgtatgga
tggaattatt
atgataatcc
gctgattgta
attcagggtt
gggatatctg
caaggtgtct
acaaaaatta
ttccatgecca
caatcttcag
aattrtrgtrt
ctccgcttta
tgttggggat
catttcacat
actctctgat
agaatttcag
ctececctcgat
atacctagct
tttaaatttc

tcctgatgta

tgttcttttg
aaacctttac
aacattgctt
caagatagaa
atttcctgtyg
cctttcagat
gtgaggagtt
ttaaactcaa
atctttttct
tgactttaca
tccttgtagg
tatgctttgt
gaacctagga
gtccaaatcc
caaatgtgat
aacagcggta
ttatgccacg
cgattccagce
ttgttgagga
tgataaagcc
gtgagcocct
tgcaggtagc
gcaacagcat
ctgggcctag
gaggatcatt
gttgaaattg
cagcctgtgt

gctttgtctg

tagatcttta

gtgaagaaaa
ttgtcctttg
agtttcttgc
cggaatcttg

agacttogtg
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aaggtttatg
ttgaatgcac
gacagagtcg
cttgatcgca
aatggggatt
tcttaacccc
ctrgtactcc
gccattcagt
tttctcaaac
atgcttgttc
catgtggtca
acttatgaca
tggagagcac
acctcaagtt
cagcacccca
tttattttta
aggttacatt
ttceggrtge
ccaatttggc
tagtggtctt
atttctacgc
aattctttga
tatatcctag
aattttcatc
accaactagt
agaaaaatag
gtgcgcgcac
tgtatagctg
caacaataat
tatttgagre
atgatgattc
aagagaataa
ttgctggatt
tctattgect

gtctggatat
tagacgacga
aattctatga
ttgttggatg
atagtcgatc
aatccagagg
ttgagcaact
ttacctgtta
agcaaagaga
ataatctgct
gacctttata
tggttccacc
cgacagtgta
caacctattyg
gtctttccta
ccctgtttaa
gtattactca
taattttgtt
ctcgggttga
atggtattca
cgtggatttc
gtgactagat
ttagaggaat
taccggctta
tgggtctttg
ccgacategc
agcatgggca
tcaacttcgce
atagtaatgt
ccttaaagac
tgttgctgat
gtctaatcct
tatgaagagt

acaattatgt

94

aaacccaaga
tggtctccca
atctgatctt
cataccacag
agaacttgat
caatgtcaaa
actgtgctct
ctaaatggtt
gaagaaaact
tacgaaatat
taagaaaatg
agtataatca
taatatatat
cataactttt
taaaaatgtc
trttrtectt
agtcaatatt
atgtttgtga
ttgctcagac
acatgggagyg
gcatcaataa
gttaactaat
atgctcttca
catttttaca
caggctgctg
ttcgagttct
tacatgaaat
cagcccaacc
caggaataat
ggattccatg
gaaaaaattc
tgtgagcctc
taccaccaca

ttgcttatta

gctatcaaga
atctatgatg
ctttcttact
gtacggtcag
caaaatgccc
gattgtaact
ccaggtgagt
acccatgtca
tttaagttct
gcgtttgaac
aagtrtrtgt
atttaagtct
atgtcgatag
ggtcttacaa
tgctggaata
tgctaaaaga
tgttactatg
actttgctgc
tgttgaagaa
ccggecagga
gctctggcaa
cccagtgttt
tgttgcacac
ttacagaacc
acacagacat
ttatggatct
ctggtggccyg
aggtacctat
aataatttgg
aagtcagcag
ctttcctage
cagctggatg
tcccattaac

gaaattcata

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840



agatcaacct
gcaccagaat
gttctcacct
gttaacatct
ggaactgtgg
gttattgcca
tcgaagcacc
ttgttgttac
taagtgtaac
tgtctagtct
cacatgcggc
tctagttgaa
acactgttta
tggaagttgc
ttgagctatt
atgagctgct
gcctcttcca
agtggacact
gctgggtact
tgttttcoct
aggagatgat
ttcctyggttce
taccttctgce
ctgaaaccga
caggcggtgce
ttctttgcty
acgtcaacgc
caggcttcaa
gggtctatat
tagcagagct
cctctgytct
ctaatgtcaa
agctgaccac
acacatttta

ggaagctgtt

atttgatgct
gttgttgtgt
ggacttgcaa
ttagcaattg
aaaatacatg
ttcttctaaa
acgccaatca
tggcatggct
gaaagatgtt
gccaagctca
tatattgtgt
ctgttgtgca
aatgtactca
ttttgctatc
ggaaggacat
ggcatttcaa
gttctccatc
ccectcagea
tcgattacac
ctaatgtttg
agggttttca
catggaatcc
agtaaacgcc
tgtccgttcc
ttctgaaatt
catgcaagaa
agcaaagttt
gatcgaacca
ttctggcecce
gecrttctgtc
ggagttccaa
gtcttcaaag
ggctgggcett
cagtttccca

gggtcttaag
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tctcacgtat
tceccatcceg
ttgttgacga
aggtactttg
tgttctgtga
tttcaggaaa
gatttgctga
cagtttgagg
ggttcccgat
aatggtgtat
ggcttagtta
tactatatag
tttctttttyg
tctgaagatc
acttctgtga
attggtgacc
tcactcagtt
cgggcaagct
cacaatgagc
gttgctcttt
agrtcagcta
ggtgtcatac
tccatttteg
agcattcagc
atatacggga
cagggcacct
gtgaatgcaa
agtgctctag
acaatcaacc
tgtgcgacat
gccaccggcet
cectegttct
gatttcygggt
agcttgagtc

aaccagaagg

gcttcatgtg
tgctgttgca
acacctaacce
accgatactc
agaaaaagtt
gtaaccatgc
ttgagttgat
ctatcaccag
tattactaga
tgaaatatct
agaatcaggt
aatatcttga
cttcatttta
caactgttta
tcagccagca
ggcatccaca
ctgtccacaa
agtccatgaa
tcctcaacgt
ttcagagaga
tgtccaccct
atatggatct
aaagttttgt
agctggtgaa
acacctgtct
tgctttccce
ccaccttgac
ccgacacact
ctactggctt
acggagccag
gcagccagtg
ccgttgrect
ftctgattat
ggccacacag

atcagecattt

95

acacttcctt’
atcgaaaatg
agacacttgc
cccrctttct
atgctgacaa
taaagataca
caggaaactyg
tgctgctttc
tatttcagaa
tgctgggaag
gtgtgtcaat
cttttatatg
cttgcaggtt
taaggcattg
ctattatggt
acaagaggta
ggtgccgaat
tttggattaqg
ggtctggttt
acctgcagaa
agaaggagct
ggaccgcagc
tcgtcagaac
agatagctat
cgcgctcttc
cttgggaacc
tattccaacg
agagaaggtg
cctgtacagt
ggtggtgata
gaatttggaa
gctcggagag
gagcgactcg
cacgttgaag

ctctgatctc

ttcctctagt
ctcttcggtt
ccaagcaatg
ttctgtgttt
gaatttcgat
gtaactgtaa
aagcctcagg
gtgaacttat
catctggaat
accctgcctt
cagcctgaac
tactttagaa
tattctgatc
tcacaaacta
tgtcttttec
aacatggctt
gatctgttca
ttccetctta
atgtrtrtca
gtgatatcta
gagtttttcg
ttcttgccag
atcactgatt
ggtttctcag
aacaagecitg
aacgggcatt
aaggcagartt
tctcageccgt
gacgacgata
gatacctect
agatgtcttt
ctgtcctttg
tccttggttg
tacacgttca

atccttgagce

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
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agaaggagac gttgaagaat cgtgccgacc agttgatcaa ggtatgcctt ttgggatatc 6000
ctgtgtttag gctctectgtt ttcttcoccct gatcagctct ccgatcccct tacatoctta 6060
ggctaatttc agtacttcaa gtttgccacg catttctgac atattctttc CtCtigtttt 6120
attttcctgt gatgtgatga acagacgctt gagagctgcg gctgggacge tgtgggctgc 6180
catggcggca tctcgatgct tgcaaaaccg accgcctaca ttggcaaatc gctcaaggtg 6240
gacggctttg agggcaagct ggacagccac aacatgaggg aagccctcct gaggtccacce 6300
gggctgtgca ttagcagcag cgggtggaca ggggtgccgg actactgccg cttcagcttt 6360
gctctggaga gcggcgactt cgaccgggcc atggagtgca tcgeceggtt cagggagetg €420
gtccttggtyg geggtgctaa ggtgaatggt agcaactag ©459
<210> 20
<211> 688
<212> ADN
<213> Cebada, vc. sebastian
<400> 20
aggattccag caaagaaaga agctaacaat gatggagata cccagcattt tcattccaga 60
agactggtca ttcactttct acgagggtct caaccggcat ccagattcca tcitcaggga 120
taagacagta gcagagctgg gatgtggcaa tggttggata tccattgcac ttgcagaaaa 180
gtggtgccct tcgaaggtrt atggfctgga tataaaccca agagctatca agattgcatg 240
gataaacctt tacttgaatg cactagacga cgatggtctC ccaatctatg atgcggaggg 300
gaaaacattg cttgacagag tcgaattcta tgaatctgat cttctttctt actgtagaga 360
taacaagata gaacttgatc gcattgttgg atgcatacca cagattctta accccaatcc 420
agaggcaatg tcaaagattg taactgaaaa ttcaagtgag gagttcttgt actccttgag 480
caactactgt gctctccagg gttttgttga ggaccaattt ggcctcgggt tgattgctcg 540
ggctgttgaa gaagggatat ctgtgataaa gcctagtggt cttatggtat tcaacatggg 600
aggccggcca ggacaaggtg tctgtgagcg cctatttctt cgccgtggat ttcgcatcaa 660
taagctctgg caaacaaaaa ttatgcag 688
<210> 21
<211> 1050
<212> ADN
<213> Cebada, mutante 14018
<400> 21
aggattccag caaagaaaga agctaacaat gatggagata cccagcattt tcattccaga 60
agactggtca ttcactttct acgagggtct caaccggcat ccagattcca tcttcaggga 120
taagacagta gcagagctgg gatgtggcaa tggttggata tccattgcac ttgcagaaaa 180
gtggtgccct tcgaagattg gcacctcttg ttccgtagat atttatctta tctcgtttgt 240
tgcaaacatg ggacctgcag aagttagaca tttactcagg ttactttata tgaaactttt 300
aggtgtctgc cagtagtctg ctggtggtct aattttcettg gtatacctga tgccgtcgag 360

96
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catattgctt tcaaattttg ggcaaggcat taccaccaca tattgtttct acaatgetga 420
acaattgctc tcctttgaaa ggaagaaaaa caagaatgac atgcacctta gtagtttaag 480
ccacaaatac cagcgaatca aattagttitg cagtcagctt ggcattacct tacttgagcc 540
ttggttgttc ttttgaaggt ttatggtctg gatataaacc caagagctat caagattgca 600
tggataaace tttacttgaa tgcactagac gacgatggtc tcccaatcta tgatgcggag 660
gggaaaacat tgcttgacag agtcgaattc tatgaatctg atcttctrtc ttactgtaga 720
gataacaaga tagaacttga tcgcattgtt ggatgcatac cacagattct taaccccaat 780
ccagaggcaa tgtcaaagat tgtaactgaa aattcaagtg aggagttctt gtactccttg 840
agcaactact gtgctctcca gggttttgtt gaggaccaat ttggocctcgg gttgattgct 200
cgggctgttyg aagaagggat atctgtgata aagcctagtg gtcttatggt attcaacatg 960
ggaggccggc caggacaagg tgtctgtgag cgcctatttc ttcgocgrgg atttcgcate 1020
aataagctct ggcaaacaaa aattatgceag 1050

<210> 22

<211> 186

<212> PRT

<213> Cebada, mutante 14018

<400> 22
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Met Ala Ala ala Ala Gly Asp val Glu Ala Phe Leu Ala Ala Cys Gln
1 5 10 15

Ala ser Gly asp ala ala Tyr Gly ala Ala Lys Ala val Leu Glu Arg
20 25 30

Leu Glu Ala Pro ala Thr Arg ﬁgl)a Glu Ala Arg Arg Leu Leu Gly Ala
35 45

val Arg Arg Arg Phe Ala Ala Gly Gly Pro Ala Ala Gly Leu Glu Cys
50 5% 60

Phe Arg Thr Phe His Phe Arg Ile His Asp val val Leu Asp Pro His
65 70 75 80

Leu Gin Gly Phe GIn GIn Arg Lys Lys Leu Thr Met Met Glu Ile Pro
BS 90 35

Ser Ile Phe Ile Pro Glu Asp Trp Ser Phe Thr Phe Tyr Glu Gly Leu
100 105 110

Asn Arg His Pro Asp Ser Ile Phe Arg Asp Lys Thr val aAla Glu Leu
115 . 120 125

Gly Cys Gly Asn Gly Trp Ile Ser Ile Ala Leu Ala Glu Lys Trp Cys
130 135 140

Pro Ser Lys Ile Gly Thr Ser Cys Ser val Asp Ile Tyr Leu Ile Ser

| lae s mri s A e v L e W w T o W W o = meege = me o ow

145 150 " 155 160

Phe val Ala Asn Met Gly Pro Ala Glu val Arg His Leu Leu Arg Leu
165 170 175

Leu Tyr Met Lys Leu Leu Gly val Cys Gln
180 185

<210> 23

<211> 771

<212> ADN

<213> Cebada, mutante 14018

<400> 23

98



aggattccag
agactggtca
taagacagta
gtggtgcect
tgcaaacatg
ccaagagcta
ctcccaatct
gatcttcttt
ccacagattc
gaggagttct
tttggceteg
ggtcttatgg
cttcgeegtyg

caaagaaaga
ttcactttct
gcagagctgg
tcgaagattyg
ggacctgcag
tcaagattgc
atgatgcgga
cttactgtag
ttaaccccaa
tgtactcctt
ggttgattgc
tattcaacat

gatttcgcat
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agctaacaat
acgagggtct
gatgtggcaa
gcacctcttg
aagttagaca
atggataaac
ggggaaaaca
agataacaag
tccagaggca
gagcaactac
tcgggctatt
gggaggccag

caataagctc

<210> 24

<211> 180

<212> PRT

<213> Cebada, mutante 14018

<400> 24

Met Ala

1

Ala ser

Leu Gtu

val Arg

50

Phe
65

Arg

Ala
5

Gly
20

Ala
35

Arg

Thr

Ala Ala

Asp Ala

Pro Ala

Arg Phe

Phe His

Gly Asp

Ala Tyr
Thr

Arg

Ala
55

Ala

Phe
70

Arg

gatggagata
caaccggcat
tggttggata
ttccgtagat
tttactcaogg
ctttacttga
ttgcttgaca
atagaacttyg
atgtcaaaga
tgtgctctec
gaagaaggga
ccaggacaag

tggcaaacaa

Al
10

val Glu

Ala Al

25

Gly

Ala Glu Al

40

Gly Gly Pr

Ite His As

99

cccagcattt

ccagattcca

tccattgcac

atttatctta
tttatggtct
atgcactaga
gagtcgaatt
atcgeattgt
ttgtaactga
agggttttgt
tatctgtgat
grgtctgtga

aaattatgca

a Phe Leu

a Lys Ala
a Arg

Arg

Ala
60

o Ala

p val val

75

tcattccaga
tcttcaggga
ttgcagaaaa
tctegtrtgt
ggatataaac
cgacgatggt
ctatgaatct
tggatgcata
aaattcaagt
tgaggaccaa
aaagcctagt

gcgcctattt

9

Ala Ala

val Leu

30

Leu Leu

45

Gly Leu

Leu Asp

Cys

Glu

Gly

Glu

Pro

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
771

Gln

Arg

Ala

Cys

His
80
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15

Leu

ser

Asn

Gly

Pro

145

Phe

Met

<210> 25
<211> 644
<212> ADN

GlIn

Ile

Arg

130

5er

val

val

Gly

Phe

His

115

Gly

Lys

Ala

Trp

Phe

Ile

100

Pro

AsSD

Ile

Asn

Ile
180

<213> Cebada, mutante 14018

<400> 25

aggattccag
agactggtca
taagacagta
ctatcaagat
tctatgatge
tttcttactg
ttcttaacce
tcttgtacte
tcgggttgat
tggtattcaa

gtggatttcg

<210> 26
<211> 163
<212> PRT

caaagaaaga
ttcacttict
gcagagctag
tgcatggata
ggaggggaaa
tagagataac
caatccagag
cttgagcaac
tgctegggct

catgggaggc
catcaataag

<213> Cebada, mutante 14018

<400> 26

Gin

85

Pro

Asp

Gly

Gly

Met
165
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Glin

Glu

Ser

Trp

Thr

150

Gly

Arg
Asp
Ile
Ile
1

Ser

Pro

agctaacaat
acgagggtct
gatgtggcaa
aaccrtrtact
acattgcttg
aagatagaac
gcaatgtcaa
tactgtgcte
gttgaagaag
cggccaggac

ctctggcaaa

LysS

Trp

Phe

120

Ser

Cys

Ala

gatggagata
caaccggcat
tggtttatgg
tgaatgcact
acagagtcga
ttgatcgcat
agattgtaac
tccagggttt
ggatatctgr
aaggtgtetg

caaaaattat

100

Lys

Sar

105

Arg

Ile

Ser

Glu

Leu

80

Fhe

Asp

Ala

val

val
170

Thr

Thr

Lys

Leu

Asp

Arg

gcag

Met

Phe

Thr

Ala

140

Ile

His

cccagcattt
ccagattcca
tctggatata
agacgacgat
attctatgaa
Tgrtggatgc
tgaaaattca
tgttgaggac
gataaagcct

tgagcgecta

Met

Tyr

val

125

Glu

Tyr

Leu

Glu

Glu

110

Ala

Lys

Leu

Leu

Ile

95

Gly

Glu

Trp

Ile

Arg

tcattccaga

tcttcaggga

aacccaagag

ggtctcccaa

tctgatcttc

ataccacaga

agtgaggagt

caattrggcc

agtggtctta

tttcrrcocgece

Pro

Leu

Leu

Cys

Ser
160

Phe

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
644
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Met

Ala

Leu

val

Phe

65

Leu

sSer

ASn

Gly

ASp

145

Pro

<210> 27
<211> 781
<212> ADN

Ala

ser

Glu

Arg

50

Arg

GgIn

Ile

Arg

Cys

cys

Asn

<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de Sacll BamHIl del Producto 2

<400> 27

Ala

Gly

Ala

35

Arg

Thr

Gly

Phe

His

115

Gly

Met

Leu

Ala

ASp

20

Pro

Arg

Phe

Phe

Ile

100

Pro

AsSn

Asp

Ala

Ala

Ala

Phe

His

Gln

B3

Pro

Asp

Gly

Lys
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Gly

Ala

Thr

Ala

Phe

70

Gln

Glu

Ser

Leu

Pro
150

Asp

Tyr

Arg

Ala

35

Arg

Arg

Asp

Ile

Trp

Leu

val

Gly

Ala

40

Gly

Ile

Lys

Trp

Phe

120

ser

Leu

101

Glu

Ala

Glu

Gly

Lys
ser
105
Arg

Gly

Glu

Ala
10

Ala

Ala

Pro

ASp

Leu

90

Phe

ASp

Tyr

Cys

Phe

Lys

Arg

Ala

val

75

Thr

Thr

Lys

Lys

Thr
155

Leu

Ala

Arg

Ala

60

val

Met

Phe

Thr

Pro

140

Arg

Ala

val

Leu

45

Gly

Leu

Met

Tyr

val

125

Lys

Arg

Leu

30

Leu

Leu

Asp

Glu

Glu

110

Ser

Arg

Cys

Glu

Gly

Glu

Pro

Ile

95

Gly

Glu

Tyr

Trp

GIn

Arg

Ala

Cys

His

80

Pro

Leu

Leu

Gin

ser
160
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ggccgegaqgy
cceccaccte

tttcattcca
catcttcagg
acttgcagaa
caagattgca
tgatgcggag
tractgraga
taaccccaat

gtactccttg

ctcgagtgct
caaggattcc
gaagactggt
gataagacag
aagtggtgcc
tggataaacc
gggaaaacat
gataacaaga
ccagaggcaa

agcaactact

ES 2586 616 T3

tccgcacctt
agcaaagaaa
cattcacttt
tagcagagct
cttcgaaggt
tttacttgaa
tgcttgacag
tagaacttga

tgtcaaagat

ccacttccgc
gaagctaaca
ctacgagggt
gggatgtggc
ttatggtctg
tgcactagac
agtcgaattc
tcgcattgtt

tgtaactgaa

gtgctctcca gggttttgtt

atccacgacg
atgatggaga
ctcaaccgge
aatggttgga
gatataaacc
gacgatggtc
tatgaatctg
ggatgcatac
aartcaagtg

gaggaccaat

tcgtectega
tacccagcat
atccagattc
tatccattgc
caagagctat
tcccaatcta
atcttctttc
cacagattct
aggagttctt
ttggcctcgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

gttgattgct cgggctgttg aagaagggat atctgtgata aagcctagtg gtcttatggt

attcaacatg ggaggccgac caggacaagg tgtctgtgag cgcctatttc tacgoccgtgg

atttcgcatc aataagctct ggcaaacaaa aattatgcag atagcaattc tttgaggate

C

<210> 28
<211> 781
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de Sacll BamHIl del Producto 3

<400> 28

ggcegcgggy
cccccaccte
tttcattcca
catcttcago
acttgcagaa
caagattgca
tgatgcggag
ttactgtaga
taaccccaat
gtactccttg
gttgattgct
attcaacatg
atttcgcatc

C

<210> 29
<211> 703
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ctcgagtgct
cdaggattcc
gaagactggt
gataagacag
aagtggtgcc
tggataaacc
gggaaaacat
gataacaaga
ccagaggcaa
agcaactact
cgggctgttg
ggaggccggo

aataagctct

tccgcaccrt
agcaaagaaa
cattcacttt
tagcagagct
cttcgaaggt
tttacttgaa
tgcttgacag
tagaacttga
tgtcaaagat
gtgctctcca
aagaagggat
caggacaagg

ggcaaacaaa

ccacttccgc
gaagctaaca
ctacgagggt
gggatgtggc
ttatggtctg
tgcactagac
agtcgaattc
tcgeattgtt
tgtaactgaa
gggttttgtt
atctgtgata
tgtctgtgag
aattatgcag

atccacgacg
atgatggaga
ctcaaccggc
aatggttgga
gatataaacc
gacgatggtc
tatgaatctg
ggatgcatac
aattcaagtg
gaggaccaat
adgcctagtg
cgcctatttc

atagcaattc

tcgtcctcga
tacccagcat
atccagattc
tatccattgc
caagagctat
tcccaatcta
atcttcttte
cacagattct
aggagttctt
ttggcctcyy
gtcttatggt
tacgccgtagg
tttgaggatc

102

660
720
780
781

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
781
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<223> Fragmento de Sacll BamHIl del Producto 4

10

15

20

25

<400> 29
ggccgcgggg ctcgagtget tccgcacctt ccacttecge atccacgacqg tcgtcctcga 60
cccccacctc caaggattcc agcaaagaaa gaagctaaca atgatggaga tacccagcat 120
tttcattcca gaagactggt cattcacttt ctacgagggt ctcaaccggc atccagattc 180
catcttcagg gataagacag tagcagagct gggatgtggc aatggttgga tatccattgc 240
acttgcagaa aagtggtgcc cttcgaaggt ttatggtctg gatataaacc caagagctat 300
caagattgca tggataaacc tttacttgaa tgcactagac gacgatggtc tcccaatcta 360
tgatgcggag gggaaaacat'fégfféégié_ééﬁéééiffé_Eéféééféféréféftctttc 420
ttactgtaga gataacaaga ftagaacttga tcgcattgtt ggatgcatac cacagattct 480
taaccccaat ccagaggcaa tgtcaaagat tgtaactgaa aattcaagtg aggagttctt 540
gtactccttg agcaactact gtgctctcca gggttttgtt gaggaccaat ttggcctcgg 600
gttgattgct cgggctgttg aagaagggat atctgtgata aagcctagtg gtcttatggt 660
attcaacatg ggaggccggc caggacaagg ctgctaagga tcc 703

<210> 30

<211> 394

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Fragmento de Sacll BamHIl del Producto 6

<400> 30
ggccgcgggyg ctcgagtgct tccgcacctt ccacttccge atccacgacg tcgtectcga 60
cccccaccte caaggattcc agcaaagaaa gaagctaaca atgatggaga tacccagcat 120
tttcattcca gaagactggt cattcacttt ctacgagggt ctcaaccggc atccagattc 180
catcttcagg gataagacag tagcagagct gggatgtggc aatggttgga tatccattgc 240
acttgcagaa aagtggtgcc cttcgaagat tggcacctct tgttccgtag atatttatct 300
tatctcgttt gttgcaaaca tgggacctgc agaagttaga catttactca ggttacttta 360
tatgaaactt ttaggtgtct gccagtaggg atcc 354

<210> 31

<211> 376

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Fragmento de Sacll BamHIl del Producto 7

<400> 31
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ggccgcgggg ctcgagtget tccgeacctt

cccccacctc caaggattcc agcaaagaaa

tttcattcca gaagactggt cattcacttt

catcttcagg gataagacag tagcagagct

acttgcagaa aagtggtgcc cttcgaagat

tatctcgttt gttgcaaaca tgggacctgc

ctggatataa ggatcc

<210> 32
<211> 325
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de Sacll BamHII del Producto 8

<400> 32

ggccgegggy ctcegagtget tecgcacctt

cccccaccte caaggattcc agcaaagaaa

tttcattcca gaagactggt cattcacttt

catcttcagy gataagacag tagcagagct

taaacccaag agctatcaag attgcatgga

atggtctccg aatctataag gatcce

<210> 33

<211> 271

<212> ADN

<213> Cebada, vc. Prestige

<400> 33

cgattccage ttccggttgt taattttgtt

ttgttgagga ccaatttggc ctcgggttga

tgataaagcc tagtggtctt atggtattca

gtgagcgcct atttctacgc cgtggatttce

tgcaggtagc aattctttga gtgactagat
<210> 34

<211> 271

<212> ADN

<213> Cebada, mutante 8063

<400> 34

ccacttcegce
gaagctaaca
ctacgagggt
gggatgtggc
tggcacctct

agaagttaga

ccacttcegce
gaagctaaca
ctacgagggt
gggatgtggc
taaaccttta

atgtttgtga
ttgctcgggce

acatgggagg

gcatcaataa

9

104

atccacgacg
atgatggaga
ctcaaccggc
aatggttgga
tgttccgtag

catttactca

atccacgacg
atgatggaga
ctcaaccggc
datggtttat

cttgaatgca

actttgctgc attcagggtt
tgttgaagaa gggatatctg
ccggccagga caaggtgtct

gctctggcaa acaaaaatta

tcgtcctcga
tacccagcat
atccagattc
tatccattgc
atatttatct

ggtttatggt

tcgtcctega
tacccagcat
atccagattc
ggtctggata

ctagacgacg

60
120
180
240
300
360
376

60
120
180
240
300
325

60
120
180
240
271
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cgattccagc ttccggttgt
ttgttgagga ccaatttggc
tgataaagcc tagtggtctt
gtgagcgcct atttctacgc

tgcagatagc aattctttga

<210> 35

<211> 121

<212> ADN

<213> Cebada, vc. sebastian

<400> 35
ggcatccaga ttccatcttc

ggatatccat tgcacttgca
t

<210> 36

<211> 123

<212> ADN

<213> Cebada, mutante 14018

<400> 36

ES 2586 616 T3

taattttgtt
ctcgggttoa
atggtattca
cgtggattrc
gtgactagat

agggataaga

gaaaagtggt

atgtttgtga actttgctgc attcaggqgtt
ttgctcggge tgttgaagaa gggatatctg
dacatgggagg ccggccagga caaggtgtct

gcatcaataa gctctggcaa acaaaaatta

9

cagtagcaga gctgggatgt ggcaatggtt

gcccttcgaa ggttggcacce tctrgttccog

ggcatccaga ttccatcttc agggataaga cagtagcaga gctgggatgt ggcaatggtt

ggatatccat tgcacttgca gaaaagtggt goccttcgaa gattggeacc tcttgttceg 120

tag

<210> 37
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 37
atggctgegg cggeggggga cgtgg 25

<210> 38
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 38
aggattccag caaagaaaga age 23

<210> 39
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

123

105

60
120
180
240
271

&0
120
121

60
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<400> 39
gattcttaac cccaatccag aggc 24

<210> 40
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 40
gggttttgtt gaggaccaat ttggc 25

<210> 41
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 41

tgctgctttc gtgaacttat t 21
<210> 42

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 42
catatggatc tggaccgcag cttctt 26

<210> 43
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 43
ccttcgaagg gcaccacttt tctge 25

<210> 44
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 44

ctggagagca cagtagttgc tcaag 25
<210> 45

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 45
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ctgcataatt tttgtttgcc agagce 25

<210> 46
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 46
tacaccattt gagcttggca gact 24

<210> 47
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 47
aaaatggagg cgtttactgc agaa 24

<210> 48
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 48
ctagttgcta ccattcacct tagcacc 27

<210> 49
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 49
atggctgcegg cggeggggga cgtgg 25

<210> 50
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 50
atggctgegg cggcggggga cgtgg 25
<210> 51

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 51
atggctgcgg cggeggggga cgtgg 25
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<210> 52
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 52
atggctgcgg cggeggggga cgtgg

<210> 53
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 53
atggctgcgg cggeggggga cgtgg

<210> 54
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 54

ggctcctegg cgecgtgega cggeg 25

<210> 55
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 55
ggctcctegg cgeegtgcga cggeg

<210> 56
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 56
ggctcctegg cgeegtgcga cggeg

<210> 57
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 57
gtacgccgceg tcgeecgacg 20

ES 2586 616 T3

25

25

25

25
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<210> 58
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 58
ccgeeggegg cgaagegeceg 20

<210> 59
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 59

gtgcggaagc actcgagecc 20
<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 60
cgtggatgcg gaagtggaag 20

<210> 61
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 61
cttggaggtg ggggtcgagg acgacg 26

<210> 62
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 62

gtgcggaagc actcgagecc 20
<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 63
cgtggatgcg gaagtggaag 20

<210> 64
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<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 64
cttggaggtg ggggtcgagg acgacg 26

<210> 65
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 65
gtttatggtc tggatataaa cccaag 26

<210> 66
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 66
aggattccag caaagaaaga age 23

<210> 67
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 67
aaatccagca acaagattcc ggaaa 25

<210> 68
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 68
ctgcataatt tttgtttgcc agagc 25

<210> 69
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> His Tag

<400> 69
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Met Gly His Hi$ His His His His His His His His
1 5 10

<210> 70
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sitio de enteroquinasa

<400> 70
Ser Ser Gly His Ile Asp Asp ASp Asp Lys His

<210> 71
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 71
catatgatgg ctgcggcggce gggggacgtg g 31

<210> 72
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 72
gaattctagt tgctaccatt caccttagca cc 32

<210> 73
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 73
ggcegegggg ctegagtgcet tecegeac 27

<210> 74
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 74
ggatcctcaa agaattgcta tctgcataat ttttgttige cagagce 46

<210> 75

<211> 27
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 75
ggccegegggg ctegagtgcet teegeac 27

<210> 76
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 76
ggatccttag cagccttgtc ctggccggcc teccatg 37

<210> 77
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 77
cgattccagc ttccggttg 19

<210> 78
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 78
cgattccagc ttccggttg 19

<210> 79
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 79
cgattccagc ttccggttg 19

<210> 80
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 80
ggcatccaga ttccatcttc ag 22

<210> 81

<211> 26
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 81
catctagtca ctcaaagaat tgctac 26

<210> 82
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 82
catctagtca ctcaaagaat tgctat 26

<210> 83
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 83
catctagtca ctcaaagaat tgctat 26

<210> 84
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 84
ctacggaaca agaggtgcca at 22

<210> 85
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 85
ggccegegggg ctegagtgcet teegeac 27

<210> 86
<211> 63
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 86

cgagataaga taaatatcta cggaacaaga ggtgccaatc ttcgaaggge accactittc

tgc

<210> 87

ES 2586 616 T3
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<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 87
ggccgegggg ctegagtgcet tecegeac 27

<210> 88
<211>70
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 88

aacctgagta aatgtctaac ttctgcaggt cccatgtttg caacaaacga gataagataa

atatctacgg

<210> 89
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 89
ggcegegggg ctegagtgcet teegeac 27

<210> 90
<211> 66
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 90

ggatccctac tggcagacac ctaaaagttt catataaagt aacctgagta aatgtctaac

ttctgc

<210> 91
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 91
ggccegegggg ctegagtgcet teegeac 27

<210> 92
<211> 48
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

ES 2586 616 T3

114

60
70

60
66



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<400> 92
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ggatccttat atccagacca taaacctgag taaatgtcta acttctge 48

<210> 93
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 93
ggcegegggg ctegagtgcet teegeac 27

<210> 94
<211> 80
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 94

aggtttatcc atgcaatctt gatagctctt gggtttatat ccagaccata aaccattgec

acatcccagc tctgctactg

<210> 95
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 95
ggcegegggg ctegagtgcet teegeac 27

<210> 96
<211> 80
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 96

ggatccttat agattgggag accatcgtcg tctagtgcat tcaagtaaag gtttatccat

gcaatcttga tagctcttgg

<210> 97
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 97
ggcatccaga ttccatcttc ag 22

<210> 98
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<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 98
ggcatccaga ttccatcttc ag 22

<210> 99
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 99
ggcatccaga ttccatcttc ag 22

<210> 100
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 100
cgattccagc ttccggttg 19

<210> 101
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 101
ctacggaaca agaggtgcca ac 22

<210> 102
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 102
ctacggaaca agaggtgcca at 22

<210> 103
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 103
ctacggaaca agaggtgcca at 22
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<210> 104
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 104
catctagtca ctcaaagaat tgctat 26
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REIVINDICACIONES

1. Una bebida preparada a partir de una planta de cebada o una parte de la misma en la que dicha bebida contiene
un nivel de dimetil sulfuro (DMS) por debajo de 20 ppmm y un nivel de S-metil-I-metionina (SMM) de menos de 20
ppmm y en la que dicha planta de cebada o parte de la misma porta una mutacién en el gen que codifica la
metionina S-metiltransferasa (MMT), causando una pérdida total de MMT funcional.

2. La bebida de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha bebida es una bebida de malta.
3. La bebida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la bebida es cerveza.

4. La bebida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la bebida contiene menos
de 10 ppmm de DMS.

5. La bebida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la bebida contiene menos
de 10 ppmm de S-metil-I-metionina (SMM).

6. Una planta de cebada o una parte de la misma en la que la planta de cebada porta una mutacién en el gen que
codifica la metionina S-metiltransferasa (MMT) que provoca una pérdida total de funcién de la MMT.

7. La planta de cebada o parte de la misma de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que la mutacién se encuentra
en un sitio de corte y empalme del gen que codifica la MMT.

8. La planta de cebada o una parte de la misma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7, en la
que la mutacién en el gen que codifica la MMT es una mutacion G—A de la base n.° 3076 de la SEQ ID NO: 3 o una
mutacién G—A de la base n.° 1462 de la SEQ ID NO: 16.

9. La planta de cebada o una parte de la misma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la
que la mutacién da como resultado un gen que codifica una forma truncada de MMT que comprende un fragmento
N-terminal de MMT de tipo silvestre y opcionalmente secuencias C-terminales adicionales no encontradas en la
MMT de tipo silvestre, en la que dicho fragmento N-terminal comprende como maximo los 500 restos de aminoacido
N-terminales de la SEQ ID NO: 6.

10. La bebida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la bebida se prepara a partir de
una planta de cebada o una parte de la misma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9.

11. Una composicion de malta que comprende una planta de cebada procesada o una parte de la misma, en la que
dicha planta de cebada es la planta de cebada de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9.

12. La composicion de malta de acuerdo con la reivindicacién 11, en la que la composicion de malta es malta molida.

13. Una composicion de mosto preparada usando la planta de cebada o parte de la misma de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9 o usando una composicién de malta preparada a partir de dicha planta de
cebada o parte de la misma o mezclas de las mismas, en la que la composicién de mosto comprende menos de 20
ppmm de SMM.

14. Un método para producir una bebida que contiene menos de 20 ppmm de DMS y menos de 20 ppmm de SMM,
comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) preparar una composicion que comprende una planta de cebada o partes de la misma de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9;
(i) procesar la composicion de (i) en una bebida;

obteniendo de este modo una bebida que contiene menos de 20 ppmm de DMS y menos de 20 ppmm de SMM.

15. Un método para producir una composicion de malta que comprende como maximo 200 ppmm de DMS libre,
comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) proporcionar granos de una planta de cebada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9;
(ii) remojar dichos granos;

(iii) germinar los granos remojados en condiciones predeterminadas;

(iv) tratar los granos germinados con calor;

produciendo de este modo una composicion de malta que comprende como maximo 200 ppmm de DMS libre.
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16. La planta de cebada o parte de la misma de acuerdo con una cualquiera de las revindicaciones 6 a 9, en la que

la planta de cebada porta una mutacion en el gen que codifica lipooxigenasa 1, causando una pérdida total de la
actividad de lipooxigenasa 1.

17. La composicion de malta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12, en la que la

composicion de malta se prepara a partir de la planta de cebada o parte de la misma, de acuerdo con la
reivindicacion 16.

18. La composicién de mosto de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que la composicion de mosto se prepara a
partir de la planta de cebada o parte de la misma de acuerdo con la reivindicacién 16.

19. La bebida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la bebida se prepara a partir de
la planta de cebada o parte de la misma de acuerdo con la reivindicacion 16.
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Clasificacion del sabor
5

'|' -
Cuerpo Afrutado DMS

o 1 2 o 1 2 o 1 2

Adicién (0: cerveza solamente - 1: cerveza + éster - 2: cerveza+DMS+éster)

FIG. 1
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Contenido (ppmm)
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500 H
400 H —
300 H — —
200 H
| 141 139
100 — - 85 — 85
0 03 04 1 | 4
DMSP  DMS libre DMSF  DMS libre DMS libre
[ ! [ i  —
Mosto dulce Mosto hervido Cerveza
FIG. 5
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FIG. 10 - Continuacion
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FIG. 10 — Continuacion
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FIG. 11
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FIG. 11 — Continuacion
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3076

ADN gendmico, vc. Prestige
Conjunto de cebadorn.2 20

ADN gendmico, Mutante 8063
Conjunto de cebador n.e 20

ADN genémico, vc. Prestige
Conjunto de cebador n.2 21

ADN gendmico, mutante 8063
Conjunto de cebador n.2 21

FIG. 15
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1462 .
G ADN genomico, vc. Sebastian
Conjunto de cebador 29
e
1462
A ADN genomico, Mutante 14018
Conjunto de cebador 29
—
1462
G ADN gendmico, vc. Sebastian
Conjunto de cebador 30
i
1462 ]
A ADN genomico, Mutante 14018
Conjunto de cebador 30
—
FIG. 19
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