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DESCRIPCION
Procedimiento de fabricacién de cerveza con ahorro de energia
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a procedimientos con ahorro de energia para preparar bebidas a base de cebada,
por ejemplo bebidas a base de malta, tales como cerveza.La invencién mas adicionalmente se refiere a plantas de
cebada utiles en los procedimientos desvelados. En particular, la invencion describe plantas de cebada con rasgos
combinados de lipooxigenasa-1-nula (LOX-1-nula), lipooxigenasa-2-nula (LOX-2-nula) y S-
adenosilmetionina:metionina  S-metiltransferasa-nula  (también denominada S-metionina-nula  (Met)- S-
metiltransferasa 0 MMT-nula) en una planta, es decir, una planta de cebada con LOX-1 nula-LOX-2 nula-MMT nula
(en la presente memoria descriptiva también denominada intercambiablemente doble-LOX nula-MMT nula), lo cual
es particularmente Util para los procedimientos con ahorro de energia para preparar bebidas a base de cebada
descritas en la presente memoria descriptiva.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Instalacién para malteado y cerveceria

La cebada - Hordeum vulgare, L. - es un cereal diploide que se cultiva ampliamente en diferentes climas para la
produccién de comidas y bebidas. Las bebidas a base de dicha planta son producidas en grandes cantidades,
empleando procedimientos con elevado consumo de energia, por ejemplo, en las instalaciones para malteado y
cervecerias para secado en horno y operaciones de coccion del mosto, respectivamente.

El malteado normalmente implica el remojo de los granos de cebada para promover la germinacion, seguido del
secado en horno a elevadas temperaturas, lo cual hace que el proceso sea particularmente consumidor de energia.
Los objetivos principales del secado en horno incluyen: (i) terminacién de la germinacion; (ii) secado de los granos
de cebada germinados; (iii) desnaturalizacion de enzimas, particularmente enzimas lipasa y LOX en cebada de tipo
salvaje; y (iv) conversion de los precursores de sulfuro de dimetilo (DMS) (DMSP), que principalmente consisten en
S-metil-Met (SMM), en DMS volatil [después del secado en horno de una malta palida normal, el contenido de DMSP
es en promedio 4 ppm en peso seco (ver Technology Brewing and Malting, Kunze, 2004, VLB Berlin, pp. 158-162)].
Ciertas actividades de enzima son preservadas durante el secado en horno (por ejemplo, amilasa, proteasa, etc.).

En la cerveceria, se consumen en términos generales, aproximadamente la mitad de la energia en el proceso de
elaboracion, que corresponde a una carga de energia en el rango de 48000-83000 kJ/hL (Modern brewhouse
technology, Brauwelt International 2004, p. 410-412). La mayoria de la energia es consumida en el proceso de
coccion del mosto, el objetivo del cual es, en general, proporcionar: (i) coagulacion de proteinas; (ii) inactivacion de
enzimas; (iii) esterilizacion del mosto; (iv) extraccion de compuestos de lGpulo; (v) isomerizacion de a-acidos; y (Vi)
evaporacién de compuestos volatiles no deseados, por ejemplo, los sabores sulfuroso y rancio de DMS y trans-2-
nonenal (T2N), respectivamente.

El mosto es tradicionalmente hervido durante al menos 50-60 min para permitir una evaporacion global de al menos
10-15% (ver Technology Brewing and Malting, Kunze, 2004, VLB Berlin, Chapter 11), pero actualmente a menudo es
mejorada mediante medios tecnoldgicos hasta 6-8%. También se ha intentado reducir el consumo de energia ain
mas, por ejemplo, mediante minimizacion de la evaporacion hasta tan sélo 3-4%, combinado con un proceso de
remocién que extrae compuestos Vvolatiles no deseados dentro de vapor de agua inyectado (véase, por ejemplo,
Bonacchelli y col., 2007). Se piensa que los niveles de compuestos volatiles, no deseados, en mosto hacen dificil
reducir adicionalmente, o incluso eliminar, la evaporacion.

T2N

El T2N -un alquenal C, volatil con un punto de ebullicién de 88°C -fue caracterizado en 1970 como la molécula que
confiere el sabor a cartén en la cerveza (Jamieson and Gheluwe, 1970). Dado que el nivel del umbral de sabor para
T2N en humanos es extremadamente bajo, previamente determinado como estando alrededor de 0,7 nM o 0,1 ppb
(Meilgaard, 1975), los productos con incluso niveles minimos del aldehido son percibidos como envejecidos. Sin
embargo, los niveles de T2N son generalmente muy bajos en cerveza fresca (Lermusieau y col., 1999), lo que indica
gue los procesos durante el envejecimiento promueven la liberacion de T2N libre a partir de los correspondientes
aductos (Nyborg y col., 1999). Una observacion posterior revelé la correlacion entre el potencial de T2N del mosto y
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el T2N libre formado después del almacenamiento del producto (Kuroda y col., 2005).

El secado en horno y la coccién del mosto representan etapas de procesamiento separadas que pueden ser blanco
para la manipulacién con el fin de alcanzar niveles reducidos de T2N en bebidas a base de cebada. Mientras que el
secado en horno a elevadas temperaturas confiere inactivacion de las enzimas implicadas en la formacién de T2N,
tales como lipasas y LOXs (véase, por ejemplo, Technology Brewing and Malting, Kunze, 2004, VLB Berlin, p. 162),
el T2N libre también puede ser eliminado mediante coccién del mosto.

El grano de cebada contiene tres enzimas LOX - conocidas como LOX-1, LOX-2, y LOX-3 (van Mechelen y col.,
1999). La actividad principal de LOX-1 cataliza la formacién de acido 9-hidroperoxi octadecadienoico (9-HPODE; ver
FIG. 1A para una vista parcial de la ruta de LOX) -un precursor de tanto T2N como &cidos trihidroxi octadecenoicos
(THAS) - a partir de acido linoleico. LOX-2 principalmente cataliza la conversion de acido linoleico a 13-HPODE, el
cual es adicionalmente metabolizado a hexanal, un aldehido Cs con un umbral de sabor elevado ~ 0,4-ppm
(Meilgaard, supra). Dada la muy pequefia actividad de LOX-2 para la formacion de 9-HPODE, varios informes han
mostrado que el T2N es producido mediante una ruta bioquimica que implica la conversion de acido linoleico a 9-
HPODE, inicialmente catalizada por LOX-1, seguida de escision de 9-HPODE a través de accion de 9-hidroperéxido
liasa (ver, por ejemplo, Kuroda y col., 2003, 2005; Noodermeer y col., 2001).

Con respecto a las propiedades anteriormente mencionadas de LOX-1, dicha enzima es un blanco util para la
inactivacion en los esfuerzos para disminuir los niveles de T2N en productos a base de cebada, actualmente
sustanciados mediante las siguientes dos observaciones: (i) Kuroda y col. (2005) sugirieron una correlacion entre la
actividad de LOX-1 y el potencial de T2N en el mosto, principalmente porque LOX-2 ha sido considerada inferior con
respecto a la formacion del potencial de T2N en dicho mosto. Sin embargo, parece no haber correlaciéon entre la
actividad global de LOX en malta y el potencial de T2N en el mosto; (ii) se han descrito procedimientos para obtener
actividad reducida de LOX-1 en cebada.

Varias plantas de cebada diferentes han sido desarrolladas que comparten la propiedad de actividad de LOX-1
parcialmente o totalmente reducida. Por ejemplo, los granos de cebada y las plantas de cebada que tienen una baja
actividad de LOX-1 fueron desveladas en la Solicitud PCT WO 02/053721 de Douma, A.C. y col., mientras que WO
2005/087934 de Breddam, K. y col. esta centrada en dos mutantes de cebada diferentes deficientes en actividad de
LOX-1 - una mutante de sitio de splicing y una mutante con un codon de terminacion traduccional prematuro.
Ademas, EP 1609866 de Hirota, N. y col. describi6 una planta de cebada sin actividad de LOX-1, la cual fue
identificada mediante relevamiento de una coleccién de variedades autdctonas de cebada.

DMS

En bebidas a base de cebada - como también en muchos vegetales y alimentos, incluyendo té, cacao, leche, vinos,
bebidas espirituosas (tales como ron), maiz dulce, y numerosos vegetales cocidos - el DMS agrega notas
prominentes de aroma y sabor al producto. Dependiendo del tipo de cerveza, los niveles de DMS tipicamente
pueden alcanzar 150 ppb (150 pg/l), contribuyendo dicho compuesto a sabores no deseables de "vegetal cocido" o
"tipo repollo”. En este aspecto, no es solo importante que el umbral sensorial esté alrededor de 30-45 pg/l
(Meilgaard, 1982), sino también que el sabor derivado del DMS permanezca sin notarse a niveles <10 ppb.

Las anteriormente mencionadas etapas de procesamiento de secado en horno y coccién de mosto en la produccion
de cerveza influyen en los niveles de DMS en bebidas a base de cebada, principalmente porque ambos dichos
procesos pueden inducir conversion quimica de SMM a DMS (véase, por ejemplo, Technology Brewing and Malting,
Kunze, 2004, VLB Berlin, p. 160). Debido al punto de ebullicion del Gltimo compuesto de solamente 37-38°C, una
parte mayoritaria del DMS simplemente se evaporara a la atmdésfera. Sin embargo, cuando la duracién o el vigor de
la coccién de mosto es inadecuado para convertir SMM residual, el DMS puede continuar formandose a medida que
el mosto se enfria - con alta probabilidad de transferirse a la cerveza.

El SMM representa casi toda, posiblemente toda, la reserva de DMSP en granos de cebada que germinan,
sintetizado por la accion de componentes funcionales del ciclo de SMM (FIG. 1B). Aqui, el MMT cataliza la
transferencia de un grupo metilo a partir S-adenosil-Met (AdoMet) a Met, formando SMM. El (ltimo compuesto puede
a su vez servir como donador de metilo para la sintesis de Met a partir de homocisteina (Hcy), una reaccion
catalizada por la enzima Hcy-S-metiltransferasa (HMT).

En la literatura cientifica, se ha considerado como una oportunidad regular la sintesis de SMM utilizando, por
ejemplo, tecnologia antisentido (McElroy y Jacobsen, 1995). Sin embargo, no se proveyd de ninguna guia sobre
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genes diana relevantes para antisentido. A pesar de ello, se esperaba que la posibilidad de un resultado positivo
fuera cuestionable dado que grandes reducciones en los niveles de SMM podrian ser dafiinas para el crecimiento y
desarrollo de la cebada. Soluciones alternativas para obtener un nivel de SMM mas bajo no fueron discutidas por
McElroy y Jacobsen (supra). Y ademas, como se discute en detalle a continuacion en la presente memoria
descriptiva, las tecnologias antisentido no han sido exitosamente aplicadas en cebada para abolir completamente la
expresion génica.

Se han desarrollado procedimientos tecnoldgicos para reducir el nivel de DMS en cerveza. Asi, el documento AU
38578/93 describe un procedimiento para reducir niveles de DMS en malta, que comprende tratamiento con vapor
de dicha malta. En la solicitud de patente US 2006/0057684 de Bisgaard-Frantzen, H. y col. se describen
procedimientos de fabricacién de cerveza que comprenden tratamiento de maceracién con calor a >70°C. Y en la
Patente US No. 5,242,694 de Reuther, H. se muestran procedimientos para preparar cerveza baja en carbohidratos,
donde los procedimientos comprenden ebullicion prolongada de mosto seguida de lavado de dicho mosto con
di6xido de carbono (CO,). Sin embargo, todos los tratamientos anteriormente mencionados son conocidos porque

consumen elevados niveles de energia, posiblemente alterando las caracteristicas de la malta o del mosto.
Plantas mutantes de cebada

Desafortunadamente, no hay procedimientos disponibles para preparar plantas transgénicas de cebada que
carezcan por completo de la expresion de una dada proteina. En general para cebada, la aplicacién de técnicas de
antisentido conducen a plantas transgénicas que aun expresan algo de la proteina en cuestion (ver por ejemplo
Robbins y col. 1998; Stahl y col., 2004; Hansen y col., 2007). Ademas, no se han desarrollado para el uso en plantas
de cebada procedimientos efectivos para preparar mutaciones especificas utilizando ARN/ADN quimérico o
mutagenia sitio-dirigida. En linea con esto, y a pesar de los intensos esfuerzos, los inventores de la presente
solicitud siguen sin estar en conocimiento de ningun ejemplo publicado sobre direccionamiento exitoso de genes
dirigido por oligonucleétidos en cebada. A pesar de no haber sido emprendido en cebada, lida y Terada (2005)
muestran que el direccionamiento de genes dirigido por oligonucledtidos ha sido ensayado en maiz, tabaco y arroz -
pero en todos los casos con el gen resistente a herbicida acetolactato sintasa (ALS) como diana. De acuerdo con la
conclusion de lida y Terada (supra), aun queda por establecerse si la anteriormente mencionada estrategia, con las
modificaciones apropiadas, es aplicable a genes distintos de aquellos directamente seleccionables, tales como los
genes ALS. A pesar de no estar aun sustanciada, la mutagenia dirigida utilizando nucleasas de dedo de zinc
representa otra herramienta que podria potencialmente permitir futuras investigaciones en biologia vegetal basica o
modificaciones en plantas de cultivo (Durai y col., 2005; Tzfira y White, 2005; Kumar y col., 2006). También en este
caso, sin embargo, la mutagenia no ha sido emprendida ni aplicada con éxito en cebada.

No obstante, los mutantes de cebada pueden ser preparados mediante mutagenia al azar utilizando radiaciéon o
tratamiento quimico, tal como incubando granos durante 12 h hasta durante una noche, con una solucion de azida
de sodio (NaN;). Un ejemplo se refiere a granos de cebada mutagenizados a través del uso de NaN,, Y
posteriormente analizados en busca de niveles elevados de fosfato libre en un esfuerzo por detectar mutantes con
bajo fitato (Rasmussen y Hatzack, 1998); se identificaron un total de 10 mutantes de 2000 granos analizados. A
pesar de estar lejos de lo siempre posible, encontrar un mutante particular después de tratamiento con NaN; es

dependiente de la persistencia y de un procedimiento de relevamiento efectivo.
Sustentabilidad

En un mundo que busca soluciones para sus desafios en energia, medioambiente y alimentos, un foco de la
sociedad es limitar o reducir las concentraciones atmosféricas de CO, especialmente enfocandose en las emisiones

de CO, de los sistemas industriales. La principal razon es que un incremento en la concentracion de un gas de
invernadero ocasiona un cambio en el balance de energia de la Tierra, siendo el CO, el contribuyente Unico mas

grande. Como consecuencia de la preocupacion mundial acerca del cambio climético, y también basado en
razonamientos y restricciones econémicas, las fabricas de cerveza pueden ser una parte activa utilizando energia
tan eficientemente como sea posible, y reduciendo las emisiones de gases de invernadero de las operaciones mas
efectivamente. Hasta ahora, el punto focal ha estado en medios tecnoldgicos para solucionar los temas
anteriormente mencionados sobre sustentabilidad.

RESUMEN DE LA INVENCION

Los procedimientos de tratamiento con calor han sido descritos para la reduccion de la actividad de LOX y de los
niveles DMS de DMS. Dicho tratamiento fue generalmente llevado a cabo durante el malteado y/o la preparacién del
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mosto, significando que se permitia que los productos de la actividad de LOX se acumularan en la cebada hasta que
se llevaba a cabo el tratamiento con calor. El andlisis de la cebada revel6 que cantidades significativas de productos
de la actividad de LOX estaban presentes en la cebada, incluso antes del malteado (Wackerbauer y Meyna, 2002).
Es evidente que los procedimientos de tratamiento con calor son altamente consumidores de energia.

En particular, la invencién proporciona procedimientos para preparar una bebida a base de cebada con bajos niveles
de uno o mas sabores indeseables y precursores de los mismos (particularmente bajos niveles de DMS y T2N y
precursores de los mismos), donde el procedimiento implica una entrada de energia reducida, comprendiendo el
procedimiento las etapas de:

(i) proporcionar una planta de cebada, o parte de la misma, donde dicha planta de cebada comprende:

(a) una primera mutacion que produce una pérdida total de LOX-1 funcional; y

(b) una segunda mutacién que produce una pérdida total de LOX-2 funcional; y

(c) una tercera mutacion que produce una pérdida total de MMT funcional;

(ii) opcionalmente maltear al menos parte de dicha cebada, obteniendo asi cebada malteada;

(iif) macerar dicha cebada y/o cebada malteada y opcionalmente adjuntos adicionales, obteniendo asi un mosto;

(iv) calentar dicho mosto opcionalmente en presencia de ingrediente(s) adicional(es), donde como maximo el 4% del
volumen del mosto es evaporado, obteniendo asi mosto calentado;

(v) procesar dicho mosto calentado como una bebida;

preparando asi una bebida derivada de cebada con bajos niveles de uno o més sabores indeseables y precursores
de los mismos.

Es también un objeto de la presente invencion proporcionar plantas de cebada adecuadas para el uso en los
procedimientos descritos. Por lo tanto, es un objeto de la invencion proporcionar plantas de cebada
agronémicamente Utiles que comprenden los tres rasgos diferentes, es decir, una planta de cebada LOX-1 nula-
LOX-2 nula-MMT nula (en la presente memoria descriptiva también denominada "doble-LOX nula-MMT nula"). La
seleccion de una planta de cebada util se refiere no solamente al vigor de la planta, sino también a la falta
combinada de las actividades enziméticas LOX-1, LOX-2 y MMT, utilizando ensayos bioquimicos tal como se
describe en detalle en la presente memoria descriptiva a continuacién. Las plantas de cebada de acuerdo con la
presente invencion pueden ser introducidas dentro de un esquema de mejoramiento (breeding) adecuado, tal como
autopolinizacion, retrocruzamiento, cruzamiento con poblaciones, y similares.

Un modo para acelerar el proceso de mejoramiento de plantas comprende la multiplicacion inicial de mutantes
generadas mediante aplicacion de cultivo de tejidos y técnicas de regeneracion. Como se describe en el Ejemplo 3y
se muestra esqueméaticamente en la FIG. 3, un esquema tradicional de mejoramiento de cebada fue empleado para
generar una planta de cebada con un rasgo de doble-LOX nula-MMT nula a partir de una planta de cebada doble-
LOX-nula y una planta MMT-nula. Por lo tanto, otro aspecto es proporcionar células, las cuales al crecer y
diferenciarse producen plantas de cebada que tienen el rasgo de doble-LOX nula-MMT nula. Por ejemplo, el
mejoramiento puede implicar cruzamientos tradicionales, preparacion de plantas haploides dobles derivadas de
anteras fértiles, utilizando el cultivo de tejido tal como cultivo de anteras o cultivos de microesporas.

La presente invencion desvela que la entrada de energia reducida para el secado en horno es alcanzable a través
de la aplicacion de granos con LOX-nula, porque no hay necesidad de inactivar la enzima LOX enddgena. La
mutante con doble-LOX nula-MMT nula descrita por la presente invencion puede ser utilizada para la produccion de
material de partida que carezca de las correspondientes actividades de enzima, para preparar la mutante de interés
para alcanzar un consumo de energia mas bajo durante el secado en horno en la instalaciéon para malteado, pero
también en la cerveceria debido a la entrada reducida de calor durante la coccién del mosto.

Desde un punto de vista de la calidad de la cerveza o bebida, existe también una necesidad de un material de
partida con doble-LOX nula-MMT nula, con el fin de eliminar funcionalmente o reducir drasticamente los niveles de
T2N y DMS en los productos.

Ademas de las propiedades potenciales anteriormente mencionadas de una malta con doble-LOX nula-MMT nula,
una cebada correspondiente podria ser util para la produccion de cerveza de cebada con bajo sabor indeseable,
definida aqui como cerveza producida a través de la omisién del proceso de malteado, pero en su lugar proporcionar
una maceracion que consiste en numerosas enzimas externas (por ejemplo, Ondea Pro, una mezcla de enzimas
producida por Novozymes). Como se trata en la presente memoria descriptiva a continuaciéon en el Ejemplo 7, fue
sorprendente para los inventores de la presente encontrar que el mosto producido mediante maceracion de material
de partida de cebada no malteada con doble-LOX nula-MMT nula contenia muy bajos niveles de sabores
indeseables de T2N y DMS, mientras que a partir de cebada de tipo salvaje era sorprendentemente alta en niveles

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2600353 T3

de DMS a pesar de que los granos de cebada no habian sido sometidos a germinacion. En consecuencia, algunos
precursores de DMS (DMSP) deben estar presentes en el grano de cebada seco, maduro - una propiedad nueva,
aun no descrita, la cual es explorada en productos de cerveza de la presente solicitud. En consecuencia, los granos
con doble-LOX nula-MMT nula son Utiles en la producciéon de mosto y cerveza fabricados con cebada con el fin de
minimizar los niveles de T2N y DMS en productos de cerveza frescos y envejecidos.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 presenta vistas simplificadas de las rutas bioquimicas de cebada que conducen a la formacion de T2N (A),
y SMM (B). Las enzimas ausentes en la cebada con Triple-Nula estan resaltadas en recuadros negros. Las
abreviaturas de las enzimas son aquellas definidas en la presente solicitud. La FIG. 1B muestra componentes
seleccionados del ciclo de SMM en el cual el SMM es sintetizado mediante transferencia de metilo desde S-
adenosilmetionina (SAM) a metionina (Met), catalizada por la enzima Met-S-metiltransferasa (MMT). El SMM puede
a su vez servir como donador de metilo para la sintesis de Met a partir de homocisteina (Hcy), en una reaccion
catalizada por la enzima Hcy-S-metiltransferasa (HMT). La ilustracion muestra como las reacciones esencialmente
irreversibles estan conectadas. Cada vuelta del ciclo es infructuoso dado que consume y después regenera dos
Mets mientras que convierte ATP a adenosina, PPiy Pi (no mostrado).

La FIG. 2 muestra los resultados de experimentos de HPLC para verificar el fenotipo MMT-nulo de la Mutante 8063 y
la Mutante 14018. (A) Un ejemplo de la separacion basada en HPLC de un extracto a partir de brotes del cv.
Prestige, que muestra la elucidon de &cido aspértico (Asp), &cido glutdmico (Glu), asparagina (Asn), serina (Ser) y
SMM. Fluorescencia de extractos de brotes de cebada derivatizados con OPA fueron excitados a 340 nm y la
emision fue medida a 450 nm. (B) Separacion basada en HPLC de extractos a partir de las mutantes indicadas y cv
Sebastian tipo salvaje. La separacion de componentes en un extracto mutante proveyd un cromatograma sin picos
especificos de SMM.

La FIG. 3 ilustra el flujo de trabajo a partir del cruzamiento de plantas de cebada con LOX-1-nula-LOX-2-nula (doble-
LOX-nula) y MMT-nula con cebada Triple-Nula.

La FIG. 4 resalta las actividades de LOX en muestras derivadas a partir de las plantas indicadas. Los resultados de
las determinaciones de actividad de LOX total en granos de cebada maduros se muestran con barras grises,
mientras que aquellos en negro indican las actividades de LOX-2 en embriones en germinacion. Se observaron muy
bajas actividades de LOX tanto en plantas LOX-1 nula-LOX-2 nula como en Triple-Nula.

La FIG. 5 ilustra que las plantas Triple-Nulas germinadas no pueden sintetizar SMM (panel superior en el cual el pico
correspondiente estd ausente en el cromatograma de UPLC), mientras que dicho compuesto es facilmente
detectable como un pico de cromatograma correspondiente en un extracto de cebada germinada de tipo salvaje, cv.
Quench (panel inferior). Se indican las posiciones de elucién de los aminoacidos seleccionados.

La FIG. 6 detalla graficamente el flujo de trabajo de micro-malteados y micro-maceraciones (A), ademas de aquellos
de malteados, maceraciones y fabricaciones de cerveza piloto, de granos a partir de cebada de tipo salvaje (B) y la
mutante Triple-Nula (C). El flujo de muestras individuales (marcadas en recuadros grises) esta ilustrado con flechas.
Productos de partida, intermediarios y finales estdn marcados en tipo de fuente negrita arriba de la lista; los
procesos estan en tipo de fuente cursiva. En (A), los nimeros en cursivas debajo de la lista de flujo se refieren a
puntos de muestreo para la determinacion de niveles de T2N libre y sus precursores (2 y 4), y DMSP y DMS (1, 2,
3), donde el punto 4 de medicion representa mosto calentado, enfriado. Para micro-maceracion de harina de
cebada, las muestras fueron medidas en los puntos de mediciéon 2, 3 y 4. En (B) y (C), los niveles de DMSP, DMS,
precursor de T2N y T2N libre fueron determinados en todos los puntos de muestreo.

La FIG. 7 muestra que la cerveza hecha de malta Triple-Nula genera alrededor de cuatro veces mas espuma de
cerveza que aquella de una cerveza elaborada sobre malta de cv. Quench tipo salvaje -independientemente de la
coccion de mosto presurizada o normal.

La FIG. 8 proporciona un ejemplo sobre como pueden ser propagados los granos de cebada mutagenizados con
NaN,. Los granos de la generacion MO crecen como plantas que desarrollan granos de generacién M1. Estos
pueden ser sembrados para el desarrollo de plantas M1, las cuales producen nuevos granos de generacion M2.
Después, las plantas M2 crecen y establecen granos de generacion M3. Los granos de generacion M3 pueden
dejarse germinar, por ejemplo para el andlisis de coledptilos de plantas M3 germinadas. Ademas, las flores
derivadas a partir de granos de plantas M3 pueden ser utilizadas en cruzamientos con lineas de cebada o cultivares
para obtener plantas de generacion M4. Una figura similar se presenta como FIG. 1A en la solicitud de patente PCT
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WO 2005/087934 de Breddam, K. y col.

La FIG. 9 muestra una vista simplificada, esquematica, de un proceso de produccién de cerveza preferido, que
incluye remojar el grano de cebada (1), malteado (2), secado en horno (3), molienda de la malta seca (4),
maceracion (5), filtracion (6), coccion de mosto en presencia de lUpulos agregados (7), fermentacién en presencia de
levadura (8), maduracién de la cerveza (9), filtracion de la cerveza (10), envasado, tal como el envasado en botellas,
latas, o similares (11), y etiquetado (12). Los procesos individuales pueden ser agrupados en secciones que
comprenden la producciéon de malta (1-3), producciéon de mosto (4-7), fermentacion (8-9), y la preparaciéon de la
cerveza terminada (10-12). A pesar de que se ilustra un procedimiento preferido, pueden ser concebidos otros
procedimientos que omitan algunas de las etapas detalladas (la filtracién puede, por ejemplo, ser omitida, o pueden
no agregarse los ldpulos - o pueden agregarse etapas adicionales, tales como adicién de adjuntos, azucares,
jarabes, o carbonato).

La FIG. 10 ilustra cémo identificar fragmentos de ADN derivados de LOX-1-nula en cerveza (mezcla que comprende
50% de LOX-1-nula) y muestras de mosto (Triple- Nula) producidas utilizando materiales de partida LOX-1-nulos,
pero no en cerveza producida utilizando harina de una mezcla de malta normal y cebada de tipo salvaje (Tuborg). Se
indica el volumen del molde de la amplificacion por PCR concluyente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

En la descripcion, figuras, y tablas que siguen, se utilizan distintos términos. Con el fin de proporcionar las
especificaciones y reivindicaciones, que incluyen el alcance que sera dado a dichos términos, se proporcionan las
siguientes definiciones:

Como se utiliza en la presente memoria descriptiva, "un/una" puede significar uno o més, dependiendo del contexto
en el cual es utilizado.

El término “rasgo agronémico" describe un rasgo fenotipico o genético de una planta que contribuye al desempefio o
valor econdémico de dicha planta. Dichos rasgos incluyen resistencia a enfermedades, resistencia a insectos,
resistencia a virus, resistencia a nematodos, tolerancia a sequia, tolerancia a elevada salinidad, rendimiento, altura
de la planta, dias hasta madurez, graduacién de granos (es decir, fraccionamiento del tamafio de grano), contenido
de nitrégeno en grano y similares.

El término "cebada" en referencia al proceso de preparacion de bebidas a base de cebada, tal como cerveza,
particularmente cuando es utilizado para describir el proceso de malteado, significa granos de cebada. En todos los
otros casos, a menos que se especifique de otro modo, "cebada" significa la planta de cebada (Hordeum vulgare,
L.), que incluye cualquier linea o cultivar o variedad de mejoramiento, mientras que parte de una planta de cebada
puede ser cualquier parte de una planta de cebada, por ejemplo, cualquier tejido o células.

En el proceso de “elaboracién de cerveza de cebada”, el mosto es preparado mediante incubacion de un extracto de
una cebada no malteada con una mezcla de enzimas que hidrolizan los componentes de la cebada. Un mosto
producido mediante elaboracién de cerveza de cebada puede ser denominado "mosto de cebada"”, o mosto
“elaborado con cebada”.

Por "resistencia a enfermedad" se entiende que las plantas evitan sintomas de enfermedad, los cuales son el
resultado de las interacciones planta-patégeno. De este modo, se evita que los patdgenos causen enfermedades en
la planta y los sintomas de enfermedad asociados. Alternativamente, los sintomas de enfermedad causados por el
patégeno son minimizados o reducidos, o incluso evitados.

“DMSP" tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva es una abreviatura para el precursor de DMS o para
potencial de DMS, es decir, las moléculas que pueden ser convertidas a DMS durante la produccion de bebidas.
SMM representa la mayor parte de, si no todo, el DMSP. El nivel de DMSP esta definido en la presente memoria
descriptiva como la cantidad de DMS que puede ser generada a partir de DMSP en el material vegetal especificado,
o el producto del mismo, mediante ebullicion en condiciones alcalinas durante 1 h. Tal como se define en la presente
memoria descriptiva, 1 ppb de DMSP puede ser convertida en 1 ppb de DMS.

Como se utiliza en la presente memoria descriptiva, el término “doble LOX-nula" se refiere a una primera mutacion
que produce una pérdida total de LOX-1 funcional y una segunda mutacion que produce una pérdida total de LOX-2
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funcional. Por lo tanto, una "planta de cebada con doble LOX-nula" es una planta de cebada que comprende una
primera mutaciéon que produce una pérdida total de LOX-1 funcional y una segunda mutaciéon que produce una
pérdida total de LOX-2 funcional. Similarmente, los "granos con doble LOX-nula" son granos que tienen una primera
mutacién que produce una pérdida total de LOX-1 funcional y una segunda mutacién que produce una pérdida total
de LOX-2 funcional.

El término “doble-LOX nula-MMT nula" se refiere a una primera mutaciéon que produce una pérdida total de LOX-1
funcional y una segunda mutacién que produce una pérdida total de LOX-2 funcional y una tercera mutacion que
produce una pérdida total de MMT funcional. Por lo tanto, una "planta de cebada con doble-LOX nula-MMT nula" es
una planta de cebada que comprende una primera mutacion que produce una pérdida total de LOX-1 funcional y una
segunda mutacién que produce una pérdida total de LOX-2 funcional y una tercera mutacién que produce una
pérdida total de MMT funcional. Similarmente, los "granos con doble-LOX nula-MMT nula" son granos que tienen
una primera mutacién que produce una pérdida total de LOX-1 funcional y una segunda mutacién que produce una
pérdida total de LOX-2 funcional y una tercera mutacion que produce una pérdida total de MMT funcional. Un
ejemplo de doble-LOX nula-MMT nula atil se denomina "Triple-Nula" y se describe en los Ejemplos de la presente a
continuacion.

Una planta de "cereal", como se define en la presente memoria descriptiva, es un miembro de la familia de plantas
Graminae, cultivada principalmente por sus semillas o granos que contienen almiddn. Las plantas de cereal incluyen,
pero no estan limitadas a, cebada (Hordeum), trigo (Triticum), arroz (Oryza), maiz (Zea), centeno (Secale), avena
(Avena), sorgo (Sorghum), y Triticale, un hibrido de centeno-trigo.

Por "codificante" o "codificado/a", en el contexto de un acido nucleico especificado, se quiere decir que comprende la
informacién para traduccion en la proteina especificada. Un acido nucleico o polinucleétido que codifica una proteina
puede comprender secuencias no traducibles, por ejemplo, intrones, dentro de regiones traducidas del &cido
nucleico, o puede carecer de dichas secuencias no traducibles intervinientes, por ejemplo, en ADNc. La informacion
mediante la cual una proteina es codificada esté especificada mediante el uso de codones.

Como se utiliza en la presente memoria descriptiva, "expresion" en el contexto de &cidos nucleicos debera
entenderse como la transcripcidon y acumulacién de ARNm sentido o ARN antisentido derivados a partir de un
fragmento de &cido nucleico. "Expresion” utilizada en el contexto de proteinas se refiere a la traduccion de ARNm a
polipéptido.

El término "gen" significa el segmento de ADN implicado en la produccion de una cadena polipeptidica; este incluye
regiones que preceden y contindan a la regién codificante (promotor y terminador). Mas aun, los genes vegetales
generalmente consisten en exones interrumpidos por intrones. Después de la transcripcion a ARN, los intrones son
removidos mediante splicing para generar un ARN mensajero maduro (ARNm). Los “sitios de splicing” entre exones
e intrones estan tipicamente determinados mediante secuencias consenso que actlan como sefiales de splicing
para el procesos de splicing, que consiste en una delecién del intron desde el transcripto de ARN primario y una
union o fusion de los extremos del ARN remanente sobre cada lado del intron cortado. En algunos casos, esquemas
de splicing alternativos o diferentes pueden generar diferentes proteinas a partir de la misma elongacion unica de
ADN. Un gen nativo puede ser referido como un "gen endogeno”.

Como se utiliza en la presente memoria descriptiva, "heterélogo” en referencia a un &cido nucleico es un acido
nucleico que se origina a partir de una especie foranea, o, si es de la misma especie, esta sustancialmente
modificado a partir de su forma nativa en composicion y/o locus gendmico mediante intervencibn humana
deliberada.

El término "germinacion” como se utiliza en la presente memoria descriptiva significa el comienzo de o retorno al
crecimiento mediante un grano de cebada en diversas composiciones, tales como suelo normal tal como se
encuentra en la naturaleza. Por lo tanto, un embrién en germinacion es un embrién que estd atravesando la
germinacion. La germinacion también puede tener lugar en el suelo de macetas ubicadas en cdmaras de crecimiento
y similares, o por ejemplo puede tener lugar sobre papel de filtro ubicado en placas de Petri estadndar de laboratorio
0 durante malteado (por ejemplo, en tanques para remojo o cajas de germinacion de la fabrica de malteado). La
germinacion es generalmente comprendida como incluyendo hidratacion de los granos, hinchazon de los granos e
induccion del crecimiento del embrion. Los factores ambientales que afectan a la germinacion incluyen humedad,
temperatura y nivel de oxigeno. Se observa desarrollo de raiz y brote.

El término "grano" esta definido comprendiendo la cariopsis del cereal, también definida como semilla interna, lema y
palea. En la mayoria de las variedades de cebada, lema y palea se adhieren a la cariopsis y son parte del grano
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después de la trilla.Sin embargo, también ocurren variedades de cebada desnuda. En éstas, la cariopsis esta libre
de lema y palea y se trilla libre como en trigo. Los términos "grano" y "pepita” son utilizados intercambiablemente en
la presente memoria descriptiva.

“Desarrollo del grano” se refiere al periodo que comienza con la fertilizacion del huevo cigoto por una célula de
polen. Durante la fertilizacion las reservas metabdlicas - por ejemplo, azUcares, oligosacaridos, almidon, fendlicos,
aminoacidos, y proteinas - son depositadas, con o sin direccionamiento a vacuola, en diversos tejidos en el
endospermo del grano (pepita), testa, aleurona, y escutelo, conduciendo asi al agrandamiento del grano (pepita),
relleno del grano (pepita), y culminando con la desecacion del grano (pepita).

El término “pérdida total de ... funcional" se refiere a la falta de una dada actividad enzimatica. Por lo tanto, una
planta de cebada con una pérdida total de LOX-1 y LOX- 2 funcional es una planta de cebada sin actividades
detectables de LOX-1 y LOX-2. En el contexto de la presente invencion, las actividades de LOX-1 y LOX-2 estan
determinadas mediante un procedimiento de ensayo que determina la formacion de 9- HPODE y 13-HPODE a partir
de &cido linoleico, aun cuando las enzimas LOX-1 y LOX-2 pueden tener otras actividades. Preferentemente, la
formacion de 9-HPODE y 13-HPODE a partir de acido linoleico se determina tal como se describe en el Ejemplo 4
de la patente internacional PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860), véase mas adelante. La
actividad deberia ser determinada utilizando extractos de proteina de embriones germinados. En el contexto de la
presente invencion, la generacién de un pico de cromatograma que corresponde a menos del 5%, preferentemente
menos del 3% del pico de 9-HPODE del estandar mostrado en la FIG. 5A de la patente internacional
PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860), y/o un pico que corresponde a menos del 5%,
preferentemente menos del 3% del pico de 13-HPODE del estandar mostrado en la FIG. 5A de la patente
internacional PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860), cuando se utiliza acido linoleico como
sustrato, es considerado como actividad no detectable de LOX-1 y LOX-2, cuando se utiliza el ensayo descrito en el
Ejemplo 4 de la patente internacional PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860), véase mas
adelante. Los enfoques moleculares para obtener una pérdida total de LOX funcional comprenden la generacion de
mutaciones que causan una ausencia total de transcriptos para dicha enzima, total ausencia de la enzima codificada
correspondiente, o0 mutaciones que inactivan totalmente la enzima codificada. Similarmente, una planta de cebada
con "pérdida total de MMT funcional" se refiere a la falta de la actividad enziméatica MMT, es decir, una planta de
cebada sin actividad de MMT detectable cuando se utiliza el ensayo descrito en el Ejemplo 2 de la presente, a
continuacion. Alternativamente, la actividad de MMT de una planta de cebada es determinada aislando el ADNc de
MMT de dicha cebada y determinando si la proteina codificada por dicho ADNc es capaz de catalizar la transferencia
de un grupo metilo desde SAM a Met, formando asi SMM.

El término “actividad de LOX-1" se refiere a la actividad enzimética de la enzima LOX-1 de la cebada.
Particularmente, en el contexto de la presente invencion, "actividad de LOX-1" es la dioxigenacion catalizada por
enzima de &cido linoleico a 9- HPODE, y en un grado mucho menor 13-HPODE. Aunque la enzima LOX-1 es capaz
de catalizar otras reacciones, para los efectos de determinar la actividad de LOX-1 de acuerdo con la presente
invencion, solamente las actividades de formacion de 9- y 13- HPODE deberian ser consideradas. La FIG. 1A
detalla la ruta bioquimica donde el &cido linoleico es convertido en 9-HPODE.

El término “actividad de LOX-2" se refiere a la actividad enzimatica de la enzima LOX-2 de la cebada.
Particularmente, en el contexto de la presente invencion, "actividad de LOX-2" es la dioxigenacion catalizada por
enzima de &cido linoleico a 13- HPODE, y en un grado mucho menor 9-HPODE. Aunque la enzima LOX-2 es capaz
de catalizar otras reacciones, para los efectos de determinar la actividad de LOX-2 de acuerdo con la presente
invencién, solamente las actividades de formacion de 13- y 9- HPODE deberian ser consideradas. La FIG. 1A
detalla la ruta bioquimica donde el &cido linoleico es convertido en 13-HPODE.

El término “bebida de malta" y el término “bebida a base de malta” se refieren a bebidas preparadas utilizando malta,
preferentemente bebidas preparadas mediante un procedimiento que incluye una etapa de incubacion de malta con
agua caliente. Los términos se utilizan indistintamente en la presente memoria descriptiva. Las bebidas de malta
pueden ser, por ejemplo, cerveza o maltinas. La cerveza de la presente solicitud puede también ser producida
utilizando "elaboracion de cerveza de cebada" (ver definicién anteriormente mencionada).

El término “bebida de malta fermentada" se refiere a bebidas de malta, las cuales han sido fermentadas, es decir,
incubadas con levadura.

“Malteado" es una forma especial de germinacion de los granos de cebada que tiene lugar en condiciones
ambientales controladas -incluyendo, pero no limitadas a, tanques de remojo y cajas de germinacién de la fabrica de
malteado. De acuerdo con el proceso de la presente invencion, el malteado comienza a ocurrir durante y/o después
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de que los granos de cebada han sido remojados. El proceso de malteado puede ser frenado mediante secado de
los granos de cebada, por ejemplo, en un proceso de secado en horno. El secado en horno es normalmente llevado
a cabo a temperaturas elevadas, pero una ventaja de la presente invencion es que el secado en horno puede ser
llevado a cabo a temperaturas inferiores. En caso de que la malta no haya sido secada en horno, se la denomina
"malta verde". Se entiende que una composicion de malta preparada a partir de cebada con doble-LOX nula-MMT
nula comprende malta con doble-LOX nula-MMT nula, tal como malta pura con doble-LOX nula-MMT nula, o
cualquier mezcla de malta que comprenda malta con doble-LOX nula-MMT nula. Preferentemente, dicha
composicion es preparada solamente a partir de malta con doble-LOX nula-MMT nula. La malta puede ser
procesada, por ejemplo, mediante molienda y por lo tanto ser referida como “malta molida” o “harina”.

La “maceracion” es la incubacion de malta molida en agua. La maceracion es preferentemente llevada a cabo a una
temperatura especifica, y en un volumen especifico de agua. La temperatura y el volumen de agua son de
importancia, dado que afectan a la tasa de disminucién de actividad de enzima derivada a partir de la malta, y por lo
tanto, especialmente la cantidad de hidrdlisis de almidén que puede ocurrir; la accién de proteasas también puede
ser de importancia. La maceracion puede ocurrir en presencia de adjuntos, lo cual se entiende que comprende
cualquier fuente de carbohidratos distinta de la malta, tal como, pero no limitada a, cebada (incluyendo por ejemplo,
cebada con doble-LOX nula-MMT nula), jarabes de cebada, o maiz, o arroz -ya sea como granos enteros o como
productos procesados como polvos, jarabes o almiddn. Todos los adjuntos anteriormente mencionados pueden ser
utilizados principalmente como una fuente adicional de extracto (los jarabes son tipicamente dosificados durante la
coccion del mosto). Los requerimientos para el procesamiento del adjunto en la cerveceria dependen del estado y
tipo de adjunto utilizado, y en particular de las temperaturas de gelatinizacioén y licuefaccién del almidén. Si la
temperatura de gelatinizacion estd por encima de aquella de la sacarificacion normal de la malta, entonces el
almidon es gelatinizado y licuado antes de la adicion al macerado.

El término “actividad de 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 MMT" es la metilacion catalizada por MMT en el
atomo de azufre de Met para rendir SMM. Aunque la enzima MMT puede ser capaz de catalizar otras reacciones,
para los efectos de determinar la actividad de MMT de acuerdo con la presente invencion, solamente la actividad de
formacion de SMM deberia ser considerada. La FIG. 1B detalla las reacciones bioguimicas donde Met es convertido
a SMM mediante metilacion.

Las "mutaciones" incluyen deleciones, inserciones, sustituciones, transversiones, y mutaciones puntuales en las
regiones codificantes y no codificantes de un gen. Las deleciones pueden ser del gen entero, o de solamente una
porcion del gen, donde la regién no codificante preferentemente es la region promotora, o la regién terminadora o
intrones. Las mutaciones puntuales pueden importar cambios de una base o un par de bases, y pueden resultar en
codones de terminacion, mutaciones por cambio de marco o sustituciones de aminoacidos. Con referencia a la FIG.
8 de la presente -la cual presenta una vista sobre como los granos de cebada mutada pueden ser propagados en un
programa de mejoramiento -los granos de la generacion M3, y los granos directamente propagados a partir de los
mismos, o de cualquier generacion posterior, incluyendo las plantas de los mismos, pueden ser denominados
"mutantes de partida”. Ademas, aun con referencia a la FIG. 8 de la presente, el término “linea de mejoramiento” se
refiere a granos de la generacion M4, y cualquier generacion posterior, incluyendo las plantas de los mismos, las
cuales pueden ser el resultado de un cruzamiento con una planta cultivar, o el resultado de un cruzamiento con otra
linea de mejoramiento con un rasgo separado, especifico.

El término “LOX-nula" se refiere a la presencia de una mutacién en un gen que codifica LOX, que causa una pérdida
total de funcion de la enzima LOX codificada (ya sea LOX-1 0 LOX-2 o ambas LOX-1 y LOX-2). Las mutaciones que
generan codones de terminacién prematura (sin sentido) en un gen que codifica LOX representan solamente un
mecanismo mediante el cual se puede obtener la pérdida total de LOX funcional. Los enfoques moleculares para
obtener pérdida total de LOX funcional comprenden la generacion de mutaciones que causan una ausencia total de
transcriptos para dicha enzima, 0 mutaciones que causan inactivacion total de la enzima codificada. "LOX-nula" con
referencia a una planta se refiere a una planta que tiene una mutacion que produce una pérdida total de la enzima
LOX funcional.

Como se utiliza en la presente memoria descriptiva, el término "MMT-nula" se refiere a una pérdida total de la
enzima S-adenosilmetionina:metionina S-metiltransferasa funcional (también denominada enzima 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 que codifica MMT que produce una pérdida total de MMT funcional. Similarmente, los granos con
"MMT-nula" son granos que comprenden una mutacion en el gen que codifica MMT, que produce una pérdida total
de MMT funcional.
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“Operativamente unido” es una expresion utilizada para hacer referencia a la asociacién de dos o mas fragmentos
de acido nucleico en un Gnico polinucledtido, de modo que la funcién de uno esta afectado por el otro. Por ejemplo,
un promotor esta operativamente ligado con una secuencia codificante cuando es capaz de afectar la expresion de
aquella secuencia codificante, es decir que la secuencia codificante esta bajo el control transcripcional del promotor.
Las secuencias codificantes pueden estar operativamente ligadas a secuencias reguladoras en orientacion sentido o
antisentido.

"PCR" o "reaccion en cadena de la polimerasa” es bien conocida por aquellos expertos en el arte como una técnica
utilizada para la amplificacion de segmentos especificos de ADN (Pat. de EEUU Nos. 4.683.195 y 4.800.159 de
Mullis, K.B. y col.).

“Planta" o "material vegetal" incluye cultivos de células de plantas, protoplastos de plantas, y tejidos de células de
plantas a partir de los cuales se pueden regenerar plantas de cebada -incluyendo callos de plantas, y células de
plantas que estan intactos en plantas, o partes de plantas, tales como embriones, polen, 6vulos, flores, granos,
hojas, raices, puntas de raices, anteras, o cualquier parte o producto de una planta. El material vegetal puede en
una realizacion ser células de plantas a partir de las cuales no se pueden regenerar plantas de cebada.

Por el término “producto vegetal" se quiere decir un producto que resulta a partir del procesamiento de una planta o
material vegetal. Dicho producto vegetal puede, por lo tanto, ser malta, mosto, una bebida fermentada o no
fermentada, un alimento, o un producto alimenticio.

Como se utiliza en la presente memoria descriptiva, "recombinante" en referencia a una proteina es una proteina
gue se origina a partir de una especie foranea, o, si es de la misma especie, esta sustancialmente modificada a
partir de su forma nativa en composicion mediante intervencion humana deliberada.

Un "panel de especialistas en degustacion de cerveza" dentro del significado de la presente solicitud es un panel de
especialistas intensivamente entrenados en la degustacion y descripcién de los sabores de la cerveza, con especial
foco en aldehidos, sabor a papel, sabor a viejo, ésteres, alcoholes superiores, acidos grasos y componentes
sulfurosos. A pesar de que existen diversas herramientas analiticas para evaluar componentes del sabor, la
significancia relativa de los componentes activos del sabor es dificil de examinar analiticamente. Sin embargo,
dichas propiedades complejas, pueden ser evaluadas mediante especialistas en degustacién. Su continuo
entrenamiento incluye la degustacion y evaluacion de muestras estandar de cerveza.

Por el término “sitio de splicing” se quiere decir las zonas entre exones e intrones de un gen. Por lo tanto, un sitio de
splicing puede ser el limite que va desde el exdn hacia el intron (denominado un “sitio donador”), o el limite que
separa intrén de exon (denominado “sitio aceptor”). Un sitio de splicing en plantas tipicamente comprende
secuencias consenso. El extremo 5' de un intrén, en general, consiste en un dinucledtido GT conservado (GU en el
ARNM), y el extremo 3' de un intrébn normalmente consiste en un dinucledtido AG conservado. El sitio de splicing 5'
de un intrén por lo tanto comprende el extremo 5' de un intrén, y el sitio de splicing 3' comprende el extremo 3' de un
intron. Preferentemente, dentro del contexto de la presente invencion, el sitio de splicing de un intrén es, o bien el
sitio de splicing 5' que consiste en los dinucle6tidos mas 5' del intrén (el cual en general es GT), o bien el sitio de
splicing 3' que consiste en los dinucledtidos mas 3' del intron (el cual en general es AG).

A menos que se indique de otro modo, "T2N" significa trans-2-nonenal (T2N) en la forma libre. T2N es a veces
también denominado como 2-E-nonenal.

Por el término "potencial de T2N" se describen las sustancias quimicas que tienen la capacidad de liberar T2N, o de
ser convertidas en T2N, en una o mas reacciones. En el presente contexto, el potencial de T2N esta definido como
la concentracion de T2N liberada dentro de una solucion, por ejemplo, mosto o cerveza, durante la incubacion
durante 2 h a 100°C, pH 4,0. En términos practicos, la concentracion inicial de T2N es determinada, después de lo
cual la solucién es incubada durante 2h a 100°C, pH 4,0, seguido de la determinacién de la concentracién de T2N.
La diferencia entre la concentracion inicial y final de T2N se denota como el potencial de T2N. El tratamiento térmico,
acidico ocasiona la liberacion de T2N a partir del potencial de T2N, por ejemplo, a partir de “aductos de T2N", el
Ultimo término, utilizado para describir T2N conjugado a una o mas sustancias, incluyendo, pero no limitado a
proteina(s), sulfito, restos celulares, paredes celulares, o similares. En general, los aductos de T2N per se no son
detectados por los humanos como sabores indeseables. Sin embargo, el T2N liberado a partir de dichos aductos de
T2N puede dar origen a un sabor indeseable.

“Cultivo de tejido" indica una composicion que comprende células aisladas de la misma o de diferentes tipos, o una
coleccion de dichas células organizadas como partes de una planta - incluyendo, por ejemplo, protoplastos, callos,
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embriones, polen, anteras y similares.

Como se utiliza en la presente memoria descriptiva, "transgénico/a" incluye la referencia a una célula que ha sido
modificada mediante la introduccion de un acido nucleico heterélogo, o que la célula esta derivada de una célula asi
modificada. Por lo tanto, por ejemplo, células transgénicas expresan genes gque no son encontrados en una forma
idéntica dentro de la forma nativa de la célula, o expresan genes nativos que son de otro modo anormalmente
expresados, sub-expresados, 0 no expresados en absoluto como resultado de la intervencion humana deliberada. El
término "transgénico/a" como se utiliza en la presente memoria descriptiva en referencia a plantas, particularmente
plantas de cebada, no abarca la alteracion de la célula mediante procedimientos de mejoramiento/cultivo tradicional
de plantas - por ejemplo, mutagenia basada en NaN;, o mediante eventos que ocurren naturalmente sin la invencion

humana deliberada.

“Cebada salvaje", Hordeum vulgare ssp. spontaneum, es considerada el progenitor de las formas cultivadas
contemporaneas de la cebada. La transicion de la cebada desde un estado salvaje a uno cultivado se piensa que ha
coincidido con la domesticacion de la planta como “variedades autéctonas de cebada”. Estas son genéticamente
mas cercanamente relacionadas con los cultivares modernos que la cebada salvaje.

El término cebada "tipo salvaje" se refiere a una planta de cebada generada convencionalmente. Preferentemente,
el término se refiere a la planta de cebada a partir de la cual las plantas de cebada de la presente invencion han sido
derivadas, es decir, las plantas parentales. Los granos de cebada de tipo salvaje estan generalmente disponibles de,
por ejemplo, compafiias semilleras como “cultivares” o "variedades" - es decir, aquellos granos genéticamente
similares que estan listados por organizaciones nacionales de mejoramiento de plantas. A pesar de la disponibilidad
de varios cultivares de cebada con LOX-1-nula (por ejemplo, cvs. Chamonix y Charmay), pero, para los fines de un
mejor entendimiento de la presente invencion, todas las plantas con LOX-1-nula, LOX-2-nula, doble LOX-nula y
doble LOX nula-MMT nula, son consideradas en la presente memoria descriptiva plantas mutantes, y no plantas de
tipo salvaje. Las notaciones "cultivar" y "variedad" son utilizadas intercambiablemente en la presente memoria
descriptiva.

Por el término "mosto” se quiere decir un extracto liquido de malta, tal como malta molida, o malta verde, o malta
verde molida. En la elaboracion de la cebada, el mosto puede también ser preparado incubando un extracto de
cebada no malteada con una mezcla de enzimas que hidrolizan los componentes de la cebada. Ademas de dichos
extractos derivados de malta o de cebada, el extracto liquido puede ser preparado a partir de malta y componentes
adicionales, tales como material adicional que contiene almidén parcialmente convertido en azlcares fermentables.
El mosto es en general obtenido mediante maceracion, opcionalmente seguido de "asperjado”, en un proceso de
extraccion de azucares residuales y otros compuestos a partir de cebadillas después de la maceracion con agua
caliente. El asperjado es tipicamente llevado a cabo en una cuba filtro, un filtro de maceracion, u otro aparato que
permita la separacion del agua extraida de la cebadilla. EI mosto obtenido después de la maceraciéon es
generalmente referido como “primer mosto”, mientras que el mosto obtenido después del asperjado es generalmente
referido como el “segundo mosto”. Si no esta especificado, el término mosto puede ser el primer mosto, el segundo
mosto, 0 una combinacién de ambos. Durante la produccidon convencional de cerveza, el mosto se hierve junto con
IUpulos, no obstante la presente invencién proporciona procedimientos para reducir el hervido o evitar el hervido del
mosto. El mosto sin Iupulos, también puede ser referido como “mosto dulce”, mientras que el mosto
hervido/calentado con ltpulos puede ser referido como “mosto hervido”.

Procedimientos para preparar una bebida a base de cebada

La presente invencion se refiere a procedimientos para preparar una bebida a base de cebada con bajos niveles de
sabores indeseables y de precursores de los mismos, donde los procedimientos implican reducido aporte de
energia. Los sabores indeseables se describen a continuacion, pero preferentemente los sabores indeseables son
de T2N y DMS. Los procedimientos implican el uso de una planta de cebada, la cual preferentemente es una planta
de cebada con doble LOX nula-MMT nula. Tales plantas de cebada se describen en mayor detalle en la presente
memoria descriptiva mas adelante.

De acuerdo con la presente invencion, el procedimiento en general comprende una etapa de malteado de dicha
planta de cebada con doble LOX nula-MMT nula, aunque en algunas realizaciones de la invencién, la bebida a base
de cebada es preparada utilizando cebada no malteada. El malteado se describe en mayor detalle en la seccién
“Malteado” en la presente memoria descriptiva més adelante.

El procedimiento comprende ademas una etapa de preparacion de mosto mediante el macerado de una cebada con
doble LOX nula-MMT nula o una malta con doble LOX nula-MMT nula o una mezcla de las mismas — opcionalmente
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en presencia de adjuntos adicionales. La maceracion se describe en mayor detalle en la seccién “Maceracion” en la
presente memoria descriptiva mas adelante.

El procedimiento también comprende una etapa de calentar dicho mosto opcionalmente en presencia de
ingrediente(s) adicional(es), donde como maximo 4%, por ejemplo como maximo 2% del volumen de mosto es
evaporado, obteniendo de este modo mosto calentado. Esta etapa se describe en mayor detalle en la seccién
"Mosto Caliente".

Finalmente, el procedimiento comprende procesar mosto calentado en una bebida. Esta parte del procedimiento se
describe en mayor detalle en la seccidn “Preparacion de bebidas” en la presente memoria descriptiva mas adelante.

Malteado

Mediante el término “malteado” se debe entender la germinacion de granos de cebada remojados en un proceso que
tiene lugar en condiciones ambientales controladas — por ejemplo, como se ilustra en la FIG. 9, etapas 2 y 3 -
seguido de una etapa de secado. Dicha etapa de secado puede ser preferentemente secado en horno de los granos
germinados a temperaturas elevadas.

Antes del secado, los granos de cebada remojados y germinados son referidos como “malta verde”, la cual puede
también representar un producto de planta de acuerdo con la presente invencion. Esta secuencia de eventos de
malteado anteriormente mencionados es importante para la sintesis de numerosas enzimas que ocasionan la
modificacién del grano, procesos que despolimerizan principalmente las paredes celulares del endospermo muerto
para movilizar los nutrientes del grano y activar otras despolimerasas. En el proceso de secado posterior, se
generan sabor y color debido a reacciones quimicas de amarronado (browning).

El malteado es un proceso con un elevado consumo de energia. Debido a la necesidad de elevada temperatura, en
particular el secado en horno es también un proceso que consume energia. Hay diversos objetivos para el secado
en horno, incluyendo en particular: (i) secado de los granos de cebada germinados; (ii) detencion de la germinacion;
(i) desnaturalizacion de lipoxigenasas con el fin de disminuir los niveles de T2N y de T2N potencial; y (iv) la
generacién de DMS a partir de precursores y la remocion de DMS con el fin de disminuir los niveles de DMS
potencial y de DMS.

De acuerdo con la presente invencion, el secado en horno puede ser llevado a cabo a baja temperatura, y ain
conseguir los objetivos anteriormente mencionados. Mediante el empleo de una planta de cebada con pérdida de
LOX-1 y LOX-2 funcional no hay requerimiento de desnaturalizacion de lipoxigenasas. Mediante el empleo de una
planta de cebada con pérdida de MMT funcional, no hay requerimiento de disminucion de los niveles de DMS y DMS
potencial, debido a que dichos niveles son minimos en tales plantas de cebada. En consecuencia, los granos de
cebada pueden ser secados y la germinacion puede ser detenida incluso a bajas temperaturas.

Asi, el malteado de acuerdo con la presente invencion preferentemente comprende las etapas de:

(a) remojar cebada con doble LOX nula-MMT nula;
(b) germinar dicha cebada; y
(c) secar dicha cebada, preferentemente mediante secado en horno.

El remojado puede ser llevado a cabo mediante cualquier procedimiento convencional conocido para un experto en
la materia. Un ejemplo no limitativo implica remojar a una temperatura en el rango de 10 a 25°C alternando
condiciones en seco y en hiumedo. Durante el remojado, por ejemplo, la cebada puede ser incubada himeda en el
rango de 30 min a 3 h seguido de incubacion en seco durante 30 min a 3 h y opcionalmente repetir dicho esquema
de incubacion 2 a 5 veces. El contenido final de agua después del remojado puede, por ejemplo, estar en el rango
de 40 a 50%.

La germinacion puede ser llevada a cabo mediante cualquier procedimiento convencional conocido para una
persona experta. Un ejemplo no limitativo implica la germinacion a una temperatura en el rango de 10 a 25°C,
opcionalmente con cambio de temperatura en el rango de 1 a 4 h.

Un ejemplo no limitativo de un esquema de remojado y germinacién adecuados esta diagramado en el Ejemplo 9 en
la presente memoria descriptiva, mas adelante.

El secado en horno puede ser llevado a cabo a temperaturas convencionales, tales como al menos 75°C, por
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ejemplo en el rango 80 a 90°C, tal como en el rango de 80 a 85°C. En consecuencia, la malta puede, por ejemplo ser
producida mediante cualquiera de los procedimientos descritos por Briggs y col. (1981) y por Hough y col. (1982).
Sin embargo, cualquier otro procedimiento adecuado para producir malta puede ser también utilizado con la
presente invencion, tal como los procedimientos para la produccion de maltas especializadas, incluyendo pero no
limitados a, procedimientos de tostado de la malta. Ejemplos no limitantes se describen en los Ejemplos 6 y 8 y 9.

Preferentemente, sin embargo, dicho secado en horno es llevado a cabo a una baja temperatura, mas
preferentemente a una temperatura por debajo de 80°C, alin mas preferentemente a una temperatura por debajo de
75°C, tal como a una temperatura por debajo de 70°C, por ejemplo a una temperatura por debajo de 65°C, tal como
a una temperatura por debajo de 60°C, por ejemplo a una temperatura por debajo de 55°C, tal como a una
temperatura por debajo de 50°C, por ejemplo a una temperatura por debajo de 45°C, tal como a una temperatura por
debajo de 41°C. Asi, se prefiere que la temperatura no se eleve por encima de 80°C, preferentemente no se eleve
por encima de 75°C en ningiin momento durante el secado en horno.

Con el fin de secar suficientemente los granos de cebada germinados, el tiempo de secado en horno puede
aumentar si dicho secado es llevado a cabo a una baja temperatura. Preferentemente, el secado en horno es llevado
a cabo durante un tiempo suficiente para reducir el contenido de agua de los granos geminados a menos del 10%,
preferentemente a menos del 8%, mas preferentemente a menos del 6%. Asi, a una temperatura de secado en
horno convencional de 85°C, el tiempo de horno puede estar en el rango de 1 a 3 h, mientras que el horneado a una
temperatura en el rango de 70 a 80°C puede requerir un tiempo de horneado en el rango de 1 a 10 h; el horneado a
una temperatura en el rango de 50 a 70°C puede requerir un tiempo de horneado en el rango de 3 a 50 h, mientras
que el horneado a una temperatura por debajo de 50°C, por ejemplo en el rango de 40 a 50°C, puede requerir un
tiempo de horneado de mas de 40 h, tal como en el rango de 40 a 60 h, por ejemplo en el rango de 45 a 52 h, tal
como 48 h.

En un aspecto, la invencion también se refiere a composiciones de malta preparadas a partir de granos de cebada
con doble LOX nula-MMT nula mediante malteado, preferentemente mediante malteado como se describe en la
presente memoria descriptiva directamente precedentemente.

Dichas composiciones de malta comprenden bajos niveles de T2N y T2N potencial aun cuando se preparen a las
bajas temperaturas de horneado como se describié precedentemente. En particular, dichas composiciones de malta
comprenden bajos niveles de T2N potencial (y precursores de T2N).

Se ha descrito que la actividad de LOX en granos de cebada puede reducirse mediante procesos de empapado,
donde la cebada puede ser sometida a elevadas temperaturas y/o tratamiento con &cido lactico. Sin embargo, tales
procesos de empapado son también consumidores de energia. Adicionalmente, tal tratamiento puede tener otros
efectos adversos, tal como reducir actividades enzimaticas deseables, por ejemplo, actividad de fitasa.
Adicionalmente, tal tratamiento solamente reduce la actividad de LOX desde el punto en que es asumido el
tratamiento de calor y por lo tanto sin efecto sobre la acumulacién anterior de productos derivados de la actividad de
LOX.

En una realizacion de acuerdo con la invencién, los productos de plantas son preparados utilizando un
procedimiento, donde, los granos de cebada no son sometidos a empapado a una temperatura de al menos 70°C.
Se prefiere también que los productos de plantas de acuerdo con la invencidon sean preparados utilizando un
procedimiento, donde los granos de cebada no son sometidos a empapado a una temperatura de al menos 57°C en
presencia de &cido lactico.

Se prefiere que dichas composiciones de malta comprendan menos de 60%, preferentemente menos de 50%, mas
preferentemente menos de 40%, aun mas preferentemente menos de 30%, por ejemplo menos de 20% de T2N
comparado con una composicion de malta preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje,
preferentemente a partir de cv. Power o a partir de cv. Quench o a partir de cv. Rosalina.

Se prefiere adicionalmente que dichas composiciones de malta - aun cuando secadas en horno a una temperatura
en el rango de 70 a 80°C - comprendan menos de 60%, preferentemente menos de 50%, mas preferentemente
menos de 40%, aun mas preferentemente menos de 30%, mas preferentemente menos de 20% de T2N comparado
con una composicion preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir de cv.
Power o a partir de cv. Quench o a partir de cv. Rosalina.

Se prefiere adicionalmente que dichas composiciones de malta - aun cuando secadas en horno a una temperatura
en el rango de 50 a 70°C - comprendan menos de 60%, preferentemente menos de 50%, mas preferentemente
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menos de 40%, aun mas preferentemente menos de 30%, mas preferentemente menos de 20% de T2N comparado
con una composicion preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir de cv.
Power o0 a partir de cv. Quench o a partir de cv. Rosalina.

Es aun mas preferido que dichas composiciones de malta - aun cuando secadas en horno a una temperatura en el
rango de 40 a 50°C - comprendan menos de 60%, preferentemente menos de 50%, mas preferentemente menos de
40%, aun mas preferentemente menos de 30%, mas preferentemente menos de 20% de T2N comparado con una
composicion preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir de cv. Power o
a partir de cv. Quench o a partir de cv. Rosalina.

En adicién a los bajos niveles de T2N y T2N potencial, la malta de acuerdo con la invenciéon también comprende
bajos niveles de DMS y de precursor de DMS, aun cuando esté preparada a las bajas temperaturas de horneado
descritas precedentemente.

De un modo interesante, DMS es un compuesto bastante volatil con un punto de ebullicion de 37°C-38°C (Imashuku,
supra), y durante la producciéon de malta, por ejemplo durante el secado en horno, la composicién es generalmente
sometida a calor, tal que cantidades sustanciales de DMS se evaporan. Sin embargo, durante el enfriado de una
composicion normal de malta, se puede generar mas DMS a partir de precursores de DMS (DMSP). Una de las
principales ventajas de la presente invencién es que no se genera o se genera muy pequefia cantidad de DMSP (en
particular SMM) en la composicion de malta.

Han sido descritos procedimientos para reducir la concentracion de DMS. Muchos de estos procedimientos
dependen de un tratamiento de calor de la malta altamente consumidor de energia. Dicho tratamiento puede ser
simplemente calentar la malta, por ejemplo durante el secado en horno o puede implicar la volatilizacion y/o
remocion de DMS libre mediante la aplicacion de vapor de agua. Asi, el tratamiento con vapor de agua de la malta
puede reducir los niveles de DMS libre en la malta, pero nuevamente representa un proceso con elevado consumo
de energia. M&s auln, estos procedimientos principalmente reducen el nivel de DMS libre en la malta, con solo un
pequefio efecto en el nivel de SMM. En una realizacion, las composiciones de malta de la invencion han sido
sometidas solamente a un limitado tratamiento que implica volatilizar y remover DMS libre con vapor de agua, o
alternativamente no han sido sometidas a tratamiento que involucre volatilizacion y remocion de DMS libre utilizando
vapor de agua durante el secado en horno.

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

Las composiciones de malta de la invencion preferentemente comprenden como maximo 3, preferentemente como
méximo 2, més preferentemente como méaximo 1, aln méas preferentemente como méximo 0,5, tal como como
méaximo 0,2 pg/g de DMS libre. Adicionalmente, se prefiere que las composiciones de malta de la invencién
preferentemente comprendan como maximo 2, preferentemente como maximo 1, mas preferentemente como
méaximo 0,5 pg/g, ain mas preferentemente como méaximo 0,2 pg/g de DMSP. La concentracién de DMSP, el cual
preferentemente puede ser SMM, es aqui y en toda otra parte de este documento indicada como la concentracion de
DMS, que puede ser liberado a partir de dicho DMSP.

Se prefiere ademas que dichas composiciones de malta - aun cuando secadas en horno a una temperatura en el
rango de 70 a 80°C - comprenden como maximo 2, preferentemente como maximo 1, mas preferentemente como
méaximo 0,5 pg/g, aiin mas preferentemente como maximo 0,2 pg/g de DMSP (preferentemente SMM).

Se prefiere ademéas que dichas composiciones de malta - aun cuando secadas en horno a una temperatura en el
rango de 50 a 70°C - comprenden como maximo 2, preferentemente como maximo 1, mas preferentemente como
méaximo 0,5 pg/g, alin mas preferentemente como maximo 0,2 pg/g de DMSP (preferentemente SMM).

Se prefiere ademas que dichas composiciones de malta - aun cuando secadas en horno a una temperatura en el
rango de 40 a 50°C - comprenden como maximo 2, preferentemente como maximo 1, mas preferentemente como
maximo 0,5 pg/g, alin mas preferentemente como maximo 0,2 ug/g de DMSP (preferentemente SMM).

En otro aspecto la descripcion se refiere a composiciones de malta verde que comprenden como maximo 5000, mas
preferentemente como maximo 2500, ain mas preferentemente como maximo 1000, ain mas preferentemente
como maximo 500, aun mas preferentemente como maximo 250, por ejemplo como maximo 150 ppb de DMSP. Se
prefiere también que dichas composiciones de malta verde comprendan como maximo 200, preferentemente como
méximo 150, mas preferentemente como maximo 100, aun més preferentemente como méximo 50, tal como como
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maximo 25 ppb de DMS libre.

Aunque el uso principal de la malta es para la produccion de bebidas, ella puede ser también utilizada en otros
procesos industriales, por ejemplo como una fuente de enzimas en la industria de la panificacion, en la industria
alimenticia como un agente saborizante o colorante, por ejemplo en la forma de malta o harina de malta o
indirectamente como un jarabe de malta, etc. Asi, el producto de planta de acuerdo con la invencién puede ser
cualquiera de los productos precedentemente mencionados.

En otro aspecto, los productos de planta de acuerdo con la invencion comprenden, o ain mas consisten en jarabe,
tal como jarabe de cebada, o un jarabe de malta de cebada. El producto de planta puede ser también un extracto de
cebada o malta.

La malta puede ser procesada adicionalmente, por ejemplo mediante molienda. Asi, el producto de planta de
acuerdo con la invencion puede ser cualquier tipo de malta, tal como malta no procesada o malta molida, tal como
harina. La malta molida y la harina de la misma comprende componentes quimicos de la malta y células muertas
que carecen de la capacidad de re-germinar.

Preferentemente la molienda es llevada a cabo en estado seco, es decir la malta es molida mientras se seca. De
este modo, se prefiere que la malta no sea molida bajo agua.

Maceracion

El procedimiento de acuerdo con la invencién comprende una etapa de producir mosto macerando cebada y/o malta
con doble LOX nula-MMT nula y opcionalmente adjuntos adicionales. Dicha etapa de maceracion puede también
comprender opcionalmente el asperjado, y en consecuencia dicha etapa de maceracion puede ser una etapa de
maceracion que incluye una etapa de asperjado o una etapa de maceracion que excluye una etapa de asperjado.

En general, la produccién de mosto es iniciada mediante la molienda de la malta con doble LOX nula-MMT nula y/o
de la cebada con doble LOX nula-MMT nula. Si se afiaden adjuntos adicionales, estos pueden estar también molidos
dependiendo de su naturaleza. Si el adjunto es un cereal, puede por ejemplo estar molido, mientras que los jarabes,
azucares y similares no estaran molidos generalmente. La molienda facilitara el acceso del agua a las particulas de
grano en la fase de maceracion. Durante la maceracion puede continuar la despolimerizacién enzimética de los
sustratos iniciada durante el malteado.

En la FIG. 9, las etapas 4 a 6 ilustran un procedimiento comuln para la preparacion de mosto a partir de malta. En
general, el mosto es preparado combinando e incubando malta molida y agua, es decir, en un proceso de
maceraciéon. Durante la maceracion, la composicion de malta/liquido puede ser suplementada con composiciones de
adjunto ricas en carbohidratos adicionales, por ejemplo adjuntos de cebada molida, maiz o arroz. Los adjuntos de
cereal no malteado usualmente contienen pocas enzimas o no activas, lo que hace importante suplementar con
malta 0 enzimas exdgenas para proporcionar las enzimas necesarias para la despolimerizacion de polisacaridos,
etc.

Durante la maceracion, la malta molida con doble LOX nula-MMT nula y la cebada molida con doble LOX nula-MMT
nula -y opcionalmente adjuntos adicionales son incubados con una fraccion liquida, tal como agua. La temperatura
de incubacion es en general mantenida constante (macerado isotérmico), 0 aumentada gradualmente, por ejemplo
aumentada de un modo secuencial. En cualquier caso, las sustancias solubles en la malta/cebada/adjuntos son
liberadas dentro de dicha fraccion liquida. Una posterior filtracién proporciona separacion de mosto y particulas
residuales sélidas, significando las ultimas el “grano gastado”. El mosto asi obtenido puede ser designado “primer
mosto”. Puede agregarse liquido adicional, tal como agua, puede ser agregado a los granos gastados durante un
proceso indicado como asperjado. Después del asperjado, puede obtenerse un “segundo mosto”. Pueden
prepararse mostos adicionales repitiendo el procedimiento. Ejemplos no limitantes de procedimientos adecuados
para la preparacion de mosto son descritos por Briggs y col. (supra) y Hough y col. (supra).

Se ha descrito que la actividad de LOX puede ser reducida mediante tratamiento con calor de las enzimas y que los
niveles de DMS pueden ser reducidos mediante tratamiento con calor. También, se ha descrito que el mosto puede
ser tratado con calor para reducir la actividad de LOX y reducir los niveles de DMS y/o que la maceracion puede ser
llevada a cabo a temperaturas elevadas para alcanzar el mismo objetivo. Sin embargo, el tratamiento con calor
puede tener efectos adversos, tales como reducir otras actividades enzimaticas y el tratamiento con calor es ademas
consumidor de energia. Adicionalmente, el tratamiento con calor solo reduce la actividad de lipoxigenasa y los
niveles de DMS desde el punto de vista de cuando es asumido el tratamiento con calor y entonces no afecta la
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acumulacién previa de productos derivados de la actividad de LOX y de precursores de DMS.

En consecuencia, en una realizacién se prepara un mosto utilizando un procedimiento cuando la temperatura de
macerado inicial no excede los 70°C, preferentemente no excede 69°C, asi por ejemplo la temperatura de macerado
inicial puede estar en el rango de 30°C a 69°C, tal como en el rango de 35°C a 69°C, por ejemplo en el rango de
35°C a 65°C, tal como en el rango de 35°C a 55°C, por ejemplo en el rango de 35°C a 45°C, tal como
aproximadamente 40°C. Se prefiere también que el mosto de acuerdo con la invencion no ha sido sometido a
temperaturas de 70°C o superior durante mas de 25 min, preferentemente no mas de 20 min, y que el mosto no ha
sido sometido a temperaturas de 78°C o mas, durante mas de 20 min, preferentemente no mas de 15 min, mas
preferentemente no mas de 10 min durante la maceracion. Si las temperaturas de maceracion son demasiado
elevadas, esta propiedad afectara las actividades enzimaticas en el macerado y pueden reducir, o aun abolir,
actividades enzimaticas deseables, lo cual resultara en una cualidad alterada del mosto. Se prefiere adicionalmente
gue el mosto de acuerdo con la invencién no haya sido sometido a temperaturas de 65°C o superiores durante mas
de 100 min, preferentemente no mas de 90 min, mas preferentemente no mas de 80 min, ain mas preferentemente
no mas de 70 min durante la maceracion.

En una realizacion preferida, la temperatura durante la maceracion no excede 80°C, preferentemente no excede
78°C.

Un ejemplo no limitativo de una maceracion adecuada es:

(1) macerar a una temperatura en el rango de 35-45°C, tal como aproximadamente 40°C, en el rango de 10 a 30
min, tal como aproximadamente 20 min;

(2) calentar a una temperatura en el rango de 60 a 70°C, preferentemente en el rango de 60 a 65°C, tal como
aproximadamente 65°C, en el rango de 30 a 90 min, preferentemente en el rango de 45 a 75 min, tal como
aproximadamente 60 min;

(3) calentar a una temperatura en el rango de 70 a 80°C, preferentemente en el rango de 75 a 78°C, tal como
aproximadamente 78°C, en el rango de 5 a 15 min, tal como aproximadamente 10 min.

Otro ejemplo no limitativo de maceraciéon adecuada es:

(4) macerar a una temperatura en el rango de 55-65°C, tal como aproximadamente 60°C, en el rango de 10 a 30
min, tal como aproximadamente 20 min;

(5) calentar a una temperatura en el rango de 60 a 70°C, preferentemente en el rango de 60 a 65°C, tal como
aproximadamente 65°C, en el rango de 30 a 90 min, preferentemente en el rango de 45 a 75 min, tal como
aproximadamente 60 min;

(6) calentar a una temperatura en el rango de 70 a 80°C, preferentemente en el rango de 75 a 78°C, tal como
aproximadamente 78°C, en el rango de 5 a 15 min, tal como aproximadamente 10 min.

Como se mencioné precedentemente, la composicion de mosto puede ser preparada mediante la maceracion de
plantas de cebada con doble LOX nula-MMT nula, o partes de las mismas, tal como granos no malteados con doble
LOX nula-MMT nula, en particular granos no malteados con doble LOX nula-MMT nula molidos, o partes de los
mismos. Los granos de cebada no malteados carecen o contienen solo una limitada cantidad de enzimas
beneficiosas para la produccién de mosto, tal como enzimas capaces de degradar paredes celulares 0 enzimas
capaces de despolimerizar almidén a azulcares. Asi, en la realizacién de la invenciéon donde se utiliza doble LOX
nula-MMT nula no malteada para macerar, se prefiere que se agreguen al macerado una 0 mas enzimas externas
adecuadas para la fabricacion de cerveza. Enzimas adecuadas pueden ser lipasas, enzimas que degradan almidon
(por ejemplo amilasas), glucanasas, [preferentemente (1-4)- y/o (1-3,1-4)-B-glucanasa], y/o xilanasas (tal como
arabinoxilanasa), y/o proteasas, o mezclas de enzimas que comprenden una o mas de las enzimas anteriormente
mencionadas, por ejemplo Cereflo, Ultraflo, o Ondea Pro (Novozymes). Un procedimiento para producir una bebida
a partir de mosto preparado a partir de cebada no malteada pueden ser también referido como “fabricacion de
cerveza de cebada® y la composicion de mosto del mismo como “mosto de cebada”, o mosto de "fabricacién de
cerveza de cebada”.

La composicion de mosto puede ser también preparada mediante el uso de una mezcla de plantas de cebada
malteada o no malteada con doble LOX nula-MMT nula, o partes de las mismas, en cuyo caso una 0 mas enzimas
adecuadas pueden ser agregadas durante la preparacion. Mas especificamente, la cebada de la invencion puede
utilizarse junto con malta en cualquier combinacion para la maceracién — con o sin enzimas externas para fabricar
cerveza - tal como, pero no limitado a, las proporciones de cebada:malta = aproximadamente 100: O, o
aproximadamente 75:25, o aproximadamente 50:50, o aproximadamente 25:75.
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En otra realizacion de la invencién, se prefiere que no se agreguen enzimas externas, en particular que no se
agreguen proteasas externas, y/o celulasas externas, y/o a-amilasas externas y/o B-amilasa externas y/o a-amilasa
maltogénica externa, antes o durante la maceracion.

El mosto obtenido después de la maceracién puede también ser referido como “mosto dulce”. En procedimientos
convencionales, el mosto dulce es hervido con o sin ltpulo, el que puede ser referido como mosto hervido.

El término "aproximadamente" como se utiliza en la presente memoria descriptiva significa 110%, preferentemente
5%, aln mas preferentemente +2%.

Calentamiento del mosto

El procedimiento para preparar una bebida a base de cebada de acuerdo con la presente invencién implica una
etapa de calentar el mosto obtenido después de la etapa de maceracion descrita en la presente memoria descriptiva
anteriormente en la seccion “Maceracion”.

Es una ventaja de la presente invencion que las bebidas a base de cebada con bajos niveles de sabores
indeseables y precursores de los mismos - en particular T2N y DMS y precursores de los mismos - pueden ser
preparadas sin el requerimiento de extenso calentamiento del mosto.

En la fabricacion de cerveza convencional, el mosto es generalmente hervido durante una extensa longitud de
tiempo. El hervido del mosto tiene diversos objetivos, en particular: (i) inactivacion de enzimas; (ii) coagulacion de
proteina,; (iii) esterilizacion del mosto; (iv) extraccion de compuestos del lipulo; (v) isomerizacion de a-acidos; (vi)
conversion de DMSP a DMS; y (vii) evaporacion de DMS y T2N.

Varios de estos objetivos pueden alcanzarse sin coccion extendida. Asi, la esterilizacién solo requiere un breve
hervido o calentamiento. La extraccién de compuestos de lipulo puede ser también hecha durante un breve hervido
0 calentamiento. Los a-acidos pre-isomerizados estan disponibles comercialmente y pueden ser agregados al
mosto.

Empleando una planta de cebada con pérdida funcional de LOX-1 y LOX-2 no hay un requerimiento de
desnaturalizacion de LOXs. Adicionalmente, el requerimiento de reduccidn de los niveles de T2N es también abolido
mediante el empleo de plantas de cebada con pérdida de LOX-1 y LOX-2 funcionales. Empleando una planta de
cebada con pérdida de MMT funcional, no hay tampoco un requerimiento de disminuir los niveles de DMS y DMS
potencial, dado que dicho niveles son infimos en tales plantas de cebada. Adicionalmente, los granos de cebada
pueden ser secados y la germinacion puede ser detenida aun a bajas temperaturas.

Se ha intentado reducir el consumo de energia durante la coccion del mosto mediante diversos medios, por ejemplo
reduciendo la evaporacion hasta tan sélo 3% combinado con un proceso de depuracion (stripping) extrayendo
compuestos volatiles no deseados dentro de vapor de agua. Sin embargo, la generacién de vapor de agua es
también un proceso que consume energia.

Se ha intentado también preparar mosto sin la clasica coccion del mosto. Sin embargo, estos procedimientos en
general utilizan temperaturas elevadas de hasta 95°C durante la maceracion asi como la extraccion del mosto con
vapor de agua, considerados asi procesos con elevado consumo de energia.

El presente procedimiento proporciona la posibilidad de evaporacion reducida, y preferentemente aun en ausencia
de un proceso de depuracién con vapor de agua. Asi, de acuerdo con los procedimientos de la presente invencion el
mosto es calentado de un modo que es evaporado como maximo 4%, preferentemente como maximo 3%, aun mas
preferentemente como maximo 2%, aun més preferentemente como maximo 1,5%, ain més preferentemente como
méaximo 1%, ain mas preferentemente como méximo 0,5%, ain més preferentemente como maximo 0,1%, tal como
como maximo 0,01% del volumen de mosto. Aln mas preferentemente la evaporacion reducida anteriormente
mencionada es llevada a cabo en ausencia de tratamiento con vapor del mosto. Se prefiere también que la
evaporacion reducida anteriormente mencionada sea llevada a cabo en ausencia de depuraciéon del mosto, por
ejemplo con vapor de agua.

La evaporacion reducida puede ser alcanzada calentando mosto en un contenedor esencialmente cerrado o
preferentemente en un contenedor cerrado.
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Se prefiere ademas que no se lleve a cabo una evaporacion extensiva del liquido en cualquiera de las otras etapas
del procedimiento. Una realizacion preferida de la presente invencién en consecuencia se refiere a procedimientos
para preparar bebidas a base de cebada con bajos niveles de uno o mas sabores indeseables y precursores de los
mismos (preferentemente T2N y DMS y precursores de los mismos), donde el procedimiento implica un reducido
aporte de energia, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(i) proporcionar una planta de cebada o parte de la misma, donde dicha planta de cebada comprende:

(a) una primera mutacién que produce una pérdida total de LOX-1 funcional; y

(b) una segunda mutacioén que produce una pérdida total de LOX-2 funcional; y

(c) una tercera mutacion que produce una pérdida total de MMT funcional;

(i) opcionalmente maltear al menos parte de dicha cebada, obteniendo de este modo cebada malteada;

(iii) macerar dicha cebada y/o cebada malteada y opcionalmente adjuntos adicionales, obteniendo asi un mosto;
(iv) calentar dicho mosto opcionalmente en presencia de ingrediente(s) adicional(es);

(v) procesar dicho mosto calentado hasta una bebida;

donde como maximo 4%, por ejemplo como maximo 3%, tal como como maximo 2%, por ejemplo como maximo
1,5%, tal como como méaximo 1% del volumen de liquido es evaporado durante el procedimiento después de
completar la etapa (ii), 0 ain después de completar la etapa (iv) anterior, preparando de este modo una bebida
derivada de cebada con bajos niveles de uno o mas sabores indeseables y precursores de los mismos.

Se prefiere que la etapa (iv) descrita en la presente memoria descriptiva anteriormente sea llevada a cabo con el
mosto en un contenedor esencialmente cerrado, tal como un contenedor cerrado.

Preferentemente el liqguido/mosto/bebida es calentado a una temperatura por encima de 80°C durante como maximo
30 min, méas preferentemente durante como méaximo 20 min, preparando de este modo una bebida derivada de
cebada con bajos niveles de uno o mas sabores indeseables y precursores de los mismos.

Preferentemente, dicho liquido/mosto/bebida es calentado a una temperatura en el rango de 80 a 99,8°C,
preferentemente a una temperatura en el rango de 80 a 99,5°C, tal como una temperatura de 80 a 99°C, aln mas
preferentemente a una temperatura en el rango de 90 a 99°C, aun mas preferentemente a una temperatura en el
rango de 95 a 99°C durante como maximo 30 min, preferentemente como maximo 20 min, tal como en el rango de
10 a 30 min, por ejemplo en el rango de 10 a 20 min durante dicho procedimiento.

El primer, segundo y deméas mostos pueden ser combinados, y posteriormente sometidos a calentamiento o cada
clase individual o mosto puede ser calentado. De acuerdo con los procedimientos de la invencién, el mosto no debe
ser necesariamente hervido. EI mosto no hervido, tanto un primer mosto puro o un mosto combinado, es también
referido como "mosto dulce"; después de hervido puede ser referido como “mosto hervido”. Si el mosto esta
destinado a ser utilizado en la produccion de cerveza, el lupulo es frecuentemente agregado antes de ebullicién.

En los procedimientos de fabricacion de cerveza tradicionales, el mosto es hervido durante un largo tiempo, en
general en el rango de 60 min a 120 min, con el fin de evaporar al menos 5% y algunas veces aln hasta el 25% del
volumen del mosto. Sin embargo, el hervido extendido es indeseable por un nimero de otras razones, por ejemplo
debido a que un hervido extendido requiere un pronunciado suministro de energia.

De acuerdo con la presente invencion, mosto con bajos niveles de T2N, T2N potencial, DMS y DMSP puede ser
producido a partir de cebada con doble LOX nula-MMT nula aun con hervido extendido. Asi, el mosto es hervido
preferentemente durante como maximo 30 min, mas preferentemente durante como maximo 15 min, ain mas
preferentemente durante como maximo 10 min, ain més preferentemente durante como maximo 5 min, ain mas
preferentemente durante como maximo 1 min, ain mas preferentemente el mosto no es hervido en absoluto. Se
prefiere ademas que después de completarse la etapa ii) del procedimiento de acuerdo con la invencion el
liquido/mosto/bebida sea hervido durante como maximo 30 min, mas preferentemente durante como maximo 15 min,
aun mas preferentemente durante como méaximo 10 min, ain mas preferentemente durante como maximo 5 min,
aln mas preferentemente durante como maximo 1 min, ain mas preferentemente el liquido/mosto/bebida no es
hervido en absoluto. Preferentemente, el calentamiento del mosto es llevado a cabo en un contenedor
esencialmente cerrado, preferentemente en un contenedor cerrado.

En este contexto el término “hervir” significa llevar el liquido o el mosto o la bebida a una temperatura a la cual el

agua se evapora. En consecuencia, a presion normal hervir significa llevar el liquido acuoso, tal como mosto a
100°C o levemente por encima.
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Asi se prefiere entonces que el mosto sea mantenido a una temperatura de al menos 100°C durante como maximo
30 min, mas preferentemente durante como maximo 15 min, aln mas preferentemente durante como maximo 10
min, ain mas preferentemente durante como maximo 5 min, ain mas preferentemente durante como maximo 1 min,
aun mas preferentemente el mosto no es calentado a una temperatura de al menos 100°C en absoluto.
Adicionalmente, se prefiere que después de completarse la etapa (ii) del procedimiento de acuerdo con la invencién
el liqguido/mosto/bebida sea mantenido a una temperatura de al menos 100°C durante como maximo como maximo
30 min, mas preferentemente durante como maximo 15 min, aln mas preferentemente durante como maximo 10
min, alin mas preferentemente durante como maximo 5 min, ain mas preferentemente durante como maximo 1 min,
aln mas preferentemente el liquido/mosto/bebida no es calentado a una temperatura de al menos 100°C.

Es también preferido que el procedimiento completo de preparacion de bebidas a base de cebada de acuerdo con la
invencion en ninglin momento implique calentar a una temperatura de mas de 99,8°C, preferentemente 99,5°C, aun
mas preferentemente 99°C.

Preferentemente el procedimiento puede comprender una etapa de calentar mosto a una temperatura de como
maximo 99,8°C, tal como como maximo 99,5°C, por ejemplo como maximo 99°C, tal como como maximo 98°C
durante una limitada cantidad de tiempo. Dicha limitada cantidad de tiempo es preferentemente como maximo 30
min, mas preferentemente como méaximo 15 min, ain mas preferentemente como méaximo 10 min.

Por lo tanto, se prefiere que el mosto sea calentado a una temperatura por encima de 80°C, preferentemente en el
rango de 80 a 99,8°C, tal como en el rango de 80 a 99,5°C, por ejemplo en el rango de 80 a 99°C, aun mas
preferentemente a una temperatura en el rango de 90 a 99°C, aun mas preferentemente a una temperatura en el
rango de 95 a 99°C durante como maximo 30 min, preferentemente como maximo 20 min, tal como en el rango de
10 a 30 min, por ejemplo durante un rango de 10 a 20 min.

Ademas, se prefiere que el mosto no esté sometido a (por ejemplo lavado con CO,) posteriormente a hervir el mosto
y antes de la fermentacion.

Mosto

En otro aspecto, la descripcion se refiere a tipos de productos de plantas, los cuales son composiciones de mosto.
Dichas composiciones de mosto son preferentemente preparadas partir de composiciones de malta derivadas de
granos con doble LOX nula-MMT nula. Dichas maltas pueden ser preparadas a partir de granos con doble LOX nula-
MMT nula, o mezclas que comprenden otros granos también. La descripcién también se refiere a composiciones de
mosto preparadas utilizando cebada con doble LOX nula-MMT nula, o partes de la misma, tal como malta verde,
sola 0 mezclada con otros componentes.

Las composiciones de mosto son preferentemente preparadas mediante maceracion como se describié en la
presente memoria descriptiva anteriormente en la seccion “Maceracion”. Adicionalmente, las composiciones de
mosto pueden haber sido calentadas como se describe en la presente memoria descriptiva precedentemente en la
seccion “Calentamiento del mosto”.

Se prefiere que dichas composiciones de mosto preferentemente comprendan menos de 60%, mas preferentemente
menos de 50%, aun mas preferentemente menos de 40% de T2N potencial comparado con una composicion de
mosto preparada del mismo modo a partir de una cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir del cv. Power o
cv. Rosalina.

Dicho mosto puede ser el primero, y/o el segundo, y/o mostos siguientes y/o mezclas de los mismos. La
composicion de mosto puede ser mosto dulce, mosto calentado, o una mezcla de los mismos. El mosto calentado es
preferentemente calentado como se describié en la seccion "Calentamiento del mosto" en la presente memoria
descriptiva anteriormente. La composicion de mosto puede ser también mosto de cebada. En general, una
composicion de mosto contiene un elevado contenido de nitrégeno de amina y carbohidratos fermentables, siendo
los dltimos principalmente maltosa.

El mosto puede ser mosto dulce en una realizacion, es decir mosto que no ha sido sometido a tratamiento de calor.
Dicho mosto dulce preferentemente comprende menos de 60%, mas preferentemente menos de 50% de T2N
potencial comparado con una composicion de mosto preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje,
preferentemente a partir del cv. Power o cv. Rosalina. Si dicho mosto ha sido preparado a partir de malta que fue
secada en horno (kiln) a bajas temperaturas el mismo puede aun comprender menos T2N potencial. Asi en
realizaciones donde dicho mosto dulce ha sido preparado a partir de malta, la que ha sido secada en horno (kiln) a

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2600353 T3

una temperatura en el rango de 50 a 70°C, entonces dicho mosto dulce puede comprender preferentemente menos
de 50%, aln mas preferentemente menos de 45%, tal como menos de 40% de T2N potencial comparado con una
composicion de mosto preparado del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir del cv.
Power. En realizaciones donde dicho mosto dulce ha sido preparado a partir de malta, la cual ha sido secada en
horno a una temperatura en el rango de 40 a 50°C, entonces dicho mosto dulce puede comprender preferentemente
menos de 50%, aun mas preferentemente menos de 40%, aun mas preferentemente menos de 30% de T2N
potencial comparado con una composicion de mosto preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje,
preferentemente a partir del cv. Quench o cv. Rosalina.

Dicho mosto dulce preferentemente comprende también bajos niveles de DMSP, preferentemente menos de 150
pg/l, mas preferentemente menos de 100 pg/l, ain mas preferentemente menos de 50 pg/l, ain mas
preferentemente menos de 30 ug/l, ain méas preferentemente menos de 20 pg/l, aln mas preferentemente menos
de 15 pg/l de DMSP (preferentemente SMM). Aun si dicho mosto ha sido preparado a partir de malta que fue secada
en horno a bajas temperaturas el mismo ain comprende bajos niveles de DMSP. Asi en realizaciones donde dicho
mosto dulce ha sido preparado a partir de malta, la cual ha sido secada en horno a una temperatura en el rango de
50 a 70°C, entonces dicho mosto dulce puede comprender preferentemente menos de 150 pug/l, mas
preferentemente menos de 100 pg/l, ain més preferentemente menos de 50 pg/l, ain méas preferentemente menos
de 30 pg/l, aun mas preferentemente menos de 20 ug/l, ain mas preferentemente menos de 15 pg/l de DMSP. En
realizaciones donde dicho mosto dulce ha sido preparado a partir de malta, la cual ha sido secada en horno a una
temperatura en el rango de 40 a 50°C, entonces dicho mosto dulce puede comprender preferentemente menos de
150 pg/l, mas preferentemente menos de 100 pg/l, aln méas preferentemente menos de 50 pg/l, ain mas
preferentemente menos de 30 pg/l, ain mas preferentemente menos de 20 pg/l, ain méas preferentemente menos
de 15 pg/l de DMSP.

Preferentemente, dicho mosto dulce también comprende bajos niveles de DMS, preferentemente menos de 90 pg/l,
aun mas preferentemente menos de 50 pg/l, ain més preferentemente menos de 30 ug/l, ain mas preferentemente
menos de 20 ug/l de DMS.

El mosto puede ser también mosto que ha sido tratado con calor por un tiempo corto, tal como a una temperatura en
el rango de 95 a 99,8°C o en el rango de 95 a 99°C durante un rango de 10 a 30 min. En este caso dicho mosto
comprende preferentemente como maximo 60%, mas preferentemente como méaximo 50%, aln mas
preferentemente como maximo 45%, mas preferentemente como maximo 40% de T2N potencial comparado con una
composicion de mosto preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir del cv.
Power o cv Rosalina. Dicho mosto también preferentemente comprende como maximo 150 pg/l, mas
preferentemente menos de 100 pg/l, ain mas preferentemente menos de 50 pg/l, aln mas preferentemente menos
de 30 pg/l, aln méas preferentemente menos de 20 pg/l, ain mas preferentemente menos de 15 pg/l de DMSP.
Dicho mosto también preferentemente comprende lo sumo 150 pg/l, mas preferentemente menos de 100 pg/l, ain
mas preferentemente menos de 50 ug/l, ain mas preferentemente menos de 30 pg/l, ain mas preferentemente
menos de 20 ug/l de DMS.

El mosto puede ser también mosto calentado (preferentemente calentado como se describe en la presente memoria
descriptiva anteriormente en la secciéon “Calentamiento del mosto”) en cuyo caso el mosto preferentemente
comprende como maximo 60%, mas preferentemente como maximo 50%, aln mas preferentemente como maximo
40% de T2N potencial comparado con una composicién de mosto preparada del mismo modo a partir de cebada de
tipo salvaje, preferentemente a partir del cv. Power.

Dicho mosto calentado preferentemente también comprende bajos niveles de DMSP, preferentemente menos de
150 pg/l, més preferentemente menos de 100 pg/l, ain mas preferentemente menos de 50 pg/l, an mas
preferentemente menos de 30 pg/l, ain mas preferentemente menos de 20 pg/l, ain mas preferentemente menos
de 15 pg/l de DMSP. En realizaciones donde dicho mosto enfriado ha sido preparado a partir de malta, la cual ha
sido secada en horno a una temperatura en el rango de 50 a 70°C, entonces dicho mosto dulce puede comprender
preferentemente menos de 150 pg/l, méas preferentemente menos de 100 pg/l, ain mas preferentemente menos de
50 pg/l, ain mas preferentemente menos de 30 ug/l, aln mas preferentemente menos de 20 ug/l, aln mas
preferentemente menos de 15 pg/l de DMSP. Aun en realizaciones en dicho mosto enfriado ha sido preparado a
partir de malta, la cual ha sido secada en horno a una temperatura en el rango de 40 a 50°C, entonces dicho mosto
dulce puede preferentemente comprender menos de 150 pg/l, mas preferentemente menos de 100 pg/l, ain mas
preferentemente menos de 50 pg/l, ain mas preferentemente menos de 30 pg/l, ain mas preferentemente menos
de 20 pg/l, ain mas preferentemente menos de 15 pg/l de DMSP. Dicho mosto calentado preferentemente también
comprende bajos niveles de DMS, preferentemente menos de 30 pg/l, mas preferentemente menos de 20 ug/l de
DMSP.
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El mosto puede ser también mosto calentado (preferentemente calentado como se describe en la presente memoria
descriptiva anteriormente en la seccién “Calentamiento del mosto”), el cual posteriormente ha sido enfriado (referido
aqui también como mosto enfriado) en cuyo caso el mosto preferentemente comprende como maximo 60%, mas
preferentemente como maximo 50%, alin mas preferentemente como maximo 40% de T2N potencial comparado con
una composicién de mosto preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir
del cv. Power o cv. Rosalina. En realizaciones donde dicho mosto enfriado ha sido preparado a partir de malta, la
cual ha sido secada en horno a una temperatura en el rango de 40 a 50°C, entonces dicho mosto dulce puede
preferentemente comprender menos de 50%, aun mas preferentemente menos de 40%, aun mas preferentemente
menos de 30% de T2N potencial comparado con una composicion de mosto preparada del mismo modo a partir de
cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir del cv. Power o cv. Rosalina.

Dicho mosto enfriado preferentemente también comprende bajos niveles de DMSP, preferentemente menos de 90
pg/l, ain mas preferentemente menos de 50 pg/l, ain mas preferentemente menos de 30 pg/l, ain mas
preferentemente menos de 20 ug/l, ain mas preferentemente menos de 15 pg/l DMSP. Dicho mosto enfriado
preferentemente también comprende bajos niveles de DMS, preferentemente menos de 90 pg/l, ain mas
preferentemente menos de 50 pg/l, ain mas preferentemente menos de 30 pg/l, ain mas preferentemente menos
de 20 pg/l de DMS.

En una realizacion especifica la composicion de mosto es un mosto de cebada, tal como mosto de cebada
calentado, es decir mosto preparado incubando granos no malteados con doble LOX nula-MMT nula (y
preferentemente molidos) con agua, preferentemente mediante macerado y asperjado. Tal mosto de cebada esta
caracterizado por extremadamente bajos niveles de T2N y T2N potencial. Se prefiere que dicho mosto de cebada
comprenda menos de 50%, més preferentemente menos de 40%, aiin mas preferentemente menos de 30% de T2N
potencial comparado con una composicion de mosto de cebada preparada del mismo modo a partir de cebada de
tipo salvaje, preferentemente a partir del cv. Power. Es también preferido que dicho mosto de cebada
preferentemente comprenda menos de 50%, mas preferentemente menos de 40%, aun més preferentemente menos
de 30% de precursor de T2N comparado con una composicion de mosto de cebada preparada del mismo modo a
partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir del cv. Power o cv. Quench o cv. Rosalina.

Bebidas

La presente invencion se refiere a bebidas a base de cebada preparadas a partir de cebada con doble LOX nula-
MMT nula. Dichas bebidas pueden en una realizacion preferida ser bebidas de malta, ain mas preferido bebidas
fermentadas, tal como bebidas de malta fermentada, preferentemente bebidas alcohdlicas, tal como cerveza, donde
dicha bebida es preparada utilizando cebada con doble LOX nula-MMT nula, o partes de la misma. Entonces, en una
realizacién preferida de la invencion, la bebida se prepara preferentemente mediante fermentacion de cebada con
doble LOX nula-MMT nula, o partes de la misma, o extractos de la misma, por ejemplo por fermentacién de mosto a
partir de malta con doble LOX nula-MMT nula, sola o en combinacion con otros ingredientes.

En una realizacion preferida de la invencion, la bebida anteriormente mencionada es preparada mediante un
procedimiento que comprende las etapas de:

(i) proporcionar una planta de cebada o parte de la misma, donde dicha planta de cebada comprende:

(a) una primera mutacidn que produce una pérdida total de LOX-1 funcional; y

(b) una segunda mutacion que produce una pérdida total de LOX-2 funcional; y

(c) una tercera mutacion que produce una pérdida total de MMT funcional;

(ii) opcionalmente maltear al menos parte de dicha cebada, obteniendo de este modo cebada malteada;

(iif) macerar dicha cebada y/o cebada malteada y opcionalmente adjuntos adicionales, obteniendo de este modo un
mosto;

(iv) calentar dicho mosto opcionalmente en presencia de ingrediente(s) adicional(es), donde como maximo el 4% del
volumen de mosto es evaporado, obteniendo de este modo mosto calentado;

(v) procesar dicho mosto calentado hasta una bebida.

Sin embargo, en otra realizacién la invencién se refiere a cualquier bebida a base de cebada preparada a partir de
cebada con doble LOX nula-MMT nula. Asi, la invencién también se refiere a bebidas a base de cebada preparadas
a partir de cebada con doble LOX nula-MMT nula utilizando procedimientos convencionales, tales como
procedimientos convencionales de fabricacion de cerveza.

En algunas realizaciones, la bebida es una bebida no fermentada, por ejemplo mosto, preferentemente mosto
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preparado a partir de malta doble LOX nula-MMT nula.

También estd comprendido dentro de la presente invencion que dicha bebida sea preparada a partir de plantas de
cebada no malteadas, preferentemente plantas de cebada no malteadas con doble LOX nula-MMT nula, o partes de
las mismas, por ejemplo mediante la fabricacién de cerveza de cebada.

La bebida puede ser una bebida no alcohdlica, tal como cerveza no alcohdlica u otros tipos de bebidas no
alcohdlicas, tales como bebidas de malta no alcohdlicas, tal como maltina.

Preferentemente, sin embargo, dicha bebida es preparada a partir de una composicién de malta preparada a partir
de granos de cebada con doble LOX nula-MMT nula. Mas preferentemente, dicha bebida es cerveza. Esta puede ser
cualquier tipo de cerveza conocida por una persona experta en el arte. En una realizacion, la cerveza, por ejemplo
una cerveza lager. La cerveza es preferentemente fabricada utilizando una composiciéon de malta que comprende
germinar cebada con doble LOX nula-MMT nula, méas preferentemente dicha cerveza es fabricada utilizando una
composicion de malta preparada exclusivamente a partir de cebada germinada, con doble LOX nula-MMT nula. La
composicion de malta, sin embargo, puede también comprender otros componentes, por ejemplo otros cereales
germinados o no germinados, tales como cebada de tipo salvaje, cebada con doble LOX nula-MMT nula, trigo y/o
centeno, o materias primas no germinadas que comprenden azlcares, o composiciones derivadas de materias
primas malteadas o no malteadas, incluyendo composiciones de jarabe. Preferentemente, sin embargo, toda
cebada, tal como cebada totalmente malteada y/o no malteada y/o germinada y/o no germinada utilizada para la
preparacién de dicha cerveza es preferentemente cebada con doble LOX nula-MMT nula.

Por lo tanto, la invencion también se refiere a procedimientos de produccion de una bebida que comprende las
etapas de:

(i) proporcionar una composicion de malta que comprende granos germinados con doble LOX nula-MMT nula;
(ii) procesar dicha composicién de malta hasta una bebida.

En una realizacién preferida, la bebida de acuerdo con la invencion es cerveza que ha sido producida a partir de
mosto preparado a partir de malta horneada (kilned) (preferentemente preparada como se describié en la presente
memoria descriptiva anteriormente en la seccién “Malteado”), méas preferentemente mediante la maceracion de dicha
malta horneada (preferentemente como se describio en la presente memoria descriptiva anteriormente en la seccion
"Maceracién"), donde dicha maceracion puede también contener una etapa de asperjado. Adicionalmente, dicho
mosto ha sido preferentemente calentado como se describié en la presente memoria descriptiva anteriormente en la
seccion “Calentamiento del mosto”, aunque en ciertas realizaciones, el mosto puede ser calentado de un modo
convencional mediante ebullicion. La cerveza asi producida puede ser también referida como “malteada” en la
presente memoria descriptiva. Sin embargo, la bebida de acuerdo con las invencion puede ser también preparada a
partir de mosto de cebada. Tal cerveza es también referida como “cerveza de cebada”.

En términos generales, las bebidas alcohdlicas -tal como cerveza- pueden ser fabricadas a partir de granos de
cebada malteados y/o no malteados. La malta, en adicién al lGpulo y levadura, contribuye al sabor y color de la
cerveza. Adicionalmente, la malta funciona como una fuente de azlcar fermentable y enzimas. Una representacion
esquematica de un proceso general de produccién de cerveza se muestra en la FIG. 9, mientras que descripciones
detalladas de ejemplos de procedimientos adecuados para maltear y fabricar cerveza pueden encontrarse, por
ejemplo, en publicaciones de Briggs y col. (1981) y Hough y col. (1982). Estan disponibles numerosos, regularmente
actualizados, procedimientos para el analisis de cebada, malta y productos de cerveza, por ejemplo, pero sin
limitarse a, American Association of Cereal Chemists (1995), American Society of Brewing Chemists (1992),
European Brewery Convention (1998), e Institute of Brewing (1997). Es reconocido que muchos procedimientos
especificos son empleados para una dada fabricacion de cerveza, con las mas significativas variaciones
relacionadas con las preferencias de los consumidores locales. Cualquiera de tales procedimientos de produccion de
cerveza puede ser utilizado en la presente invencion.

La primera etapa de produccion de cerveza a partir de mosto preferentemente implica calentar dicho mosto como se
describié en la presente memoria descriptiva anteriormente, seguido de una posterior fase de enfriado del mosto y
opcionalmente descanso en remolino (whirpool rest). Después de ser enfriado, el mosto es transferido a tanques de
fermentacion que contienen levadura. Preferentemente, dicha levadura es levadura para fabricacion de cerveza,
Saccharomyces carlsbergensis. El mosto fermentard durante un periodo de tiempo adecuado, en general en el
rango de 1 a 100 dias. Durante los diversos procesos de fermentacion a lo largo de los dias, el aztcar es convertido
en alcohol y CO, concomitantemente con el desarrollo de algunas sustancias saborizantes.
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Posteriormente, la cerveza puede ser adicionalmente procesada, por ejemplo enfriada. También puede ser filtrada
ylo estacionada (lagered) -un proceso que desarrolla un agradable aroma y menos sabor a levadura. También
pueden agregarse aditivos. Adicionalmente, puede agregarse CO,. Finalmente, la cerveza puede ser pasterizada y/o
filtrada, antes de ser envasada (por ejemplo embotellada o enlatada). En una realizaciéon preferida, la bebida
comprende menos de 70%, preferentemente menos de 60%, mas preferentemente menos de 50% de T2N potencial
comparada con el T2N potencial de una bebida preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje,
preferentemente a partir del cv. Power o cv. Quench o cv. Rosalina. Se prefiere también que las bebidas de acuerdo
con la invencién comprendan como maximo 2 ppb, mas preferentemente como maximo 1,5 ppb de T2N potencial si
el °P en el extracto original sobre el cual se basa la bebida esta ajustado en el rango de 10 a 12°P, mas
preferentemente a 11°P.

En una realizacion preferida, la bebida comprende menos de 70%, preferentemente menos de 60%, mas
preferentemente menos de 50% de precursor de T2N comparado con los precursores de T2N de una bebida
preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir del cv. Power o cv. Quench o
cv. Rosalina. Se prefiere también que las bebidas de acuerdo con la invencion comprendan como maximo 2 ppb,
mas preferentemente como maximo 1,5 ppb de precursor de T2N si el °P en el extracto original sobre el cual esta
basada la bebida est4 ajustado en el rango de 10 a 12°P, més preferentemente a 11°P.

Dicha bebida -preferentemente cerveza- también comprende menos de 10 ppb de DMS.

En una realizacion especifica, la bebida es cerveza de cebada, la cual comprende menos de 60%, preferentemente
menos de 50% de T2N potencial comparado con el T2N potencial de una cerveza de cebada preparada del mismo
modo a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir del cv. Power o Quench.

En otra realizacion especifica, la bebida —preferentemente cerveza— es preparada a partir de mosto calentado, el
cual ha sido solo tratado con calor durante un corto tiempo, tal como a una temperatura en el rango de 95 a 99,8°C o
en el rango de 95 a 99°C durante un rango de 10 a 30 min. Preferentemente, dicho mosto calentado ha sido
calentado como se describe en la presente memoria descriptiva anteriormente en la seccion “Calentamiento del
mosto". En realizaciones donde la bebida -preferentemente cerveza— es preparada a partir de tal mosto calentado,
entonces dicha bebida —preferentemente cerveza- comprende menos de 60%, preferentemente menos de 50%, mas
preferentemente menos de 45% de T2N potencial comparado con el T2N potencial de una cerveza preparada del
mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir del cv. Power o cv. Quench o cv. Rosalina.
En esta realizacion, se prefiere también que dicha bebida —preferentemente cerveza- comprenda menos de 60%,
preferentemente menos de 50%, mas preferentemente menos de 45% de precursor de T2N comparado con los
precursores de T2N de una bebida —preferentemente cerveza- preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo
salvaje, preferentemente a partir del cv. Power o cv. Quench o cv. Rosalina. En esta realizacion, se prefiere también
gue la cerveza de acuerdo con la invencién comprenda como maximo 2 ppb, mas preferentemente como maximo
1,5 ppb de T2N potencial. En esta realizacion, se prefiere ademas que la cerveza de acuerdo con la invencion
comprenda como maximo 2 ppb, mas preferentemente como méaximo 1,5 ppb de precursor de T2N si el °P en el
extracto original sobre el cual estad basada dicha bebida es ajustado en el rango de 10 a 12°P, mas preferentemente
a 11°P. Dicha bebida —preferentemente cerveza- también comprende menos de 10 ppb de DMS.

“Cualidades organolépticas" significa cualidades que apelan a los sentidos del gusto y del olfato humanos. Dichas
cualidades son analizadas, por ejemplo, por un panel especialista en degustar cerveza. Preferentemente, dicho
panel esta entrenado en catar y describir sabores de cerveza, con foco especial en aldehidos, gusto a papel, gusto a
viejo, ésteres, alcoholes superiores, acidos grasos y componentes sulfurosos.

En general, el panel de degustacion consistira en un rango de 3 a 30 miembros, por ejemplo en el rango de 5 a 15
miembros, preferentemente en el rango de 8 a 12 miembros. El panel de degustacién puede evaluar la presencia de
diversos sabores, tales como sabores indeseables a papel, oxidado, envejecido y a pan, asi como sabores de
ésteres, de alcoholes superiores, de componentes de azufre y cuerpo de cerveza. En relaciéon con la presente
invencion, se prefiere que los sabores indeseables a papel y/o a viejo sean particularmente reducidos, mientras que
los sabores tales como aromatico, de ésteres, alcohdlicos/solventes, florales y/o de Ilipulo pueden ser
preferentemente aumentados en comparaciéon con una bebida preparada a partir de cebada de tipo salvaje
utilizando un procedimiento idéntico. Un procedimiento para determinar las “cualidades organolépticas” de una
bebida es descrita en el Ejemplo 6 en la solicitud de patente internacional WO 2005/087934. Otro procedimiento
para determinar las “cualidades organolépticas” de una bebida es descrita en los Ejemplos 8 y 9 en la solicitud de
patente internacional PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860). Aun otro ejemplo se describe en la
presente memoria descriptiva mas adelante en el Ejemplo 9. En realizaciones preferidas, las cualidades
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organolépticas estables son al menos parcialmente, un resultado de bajos niveles de T2N o T2N potencial. El sabor
aromatico, a éster, alcohdlico/solvente, floral, y/o a lipulo puede ser preferentemente determinado como se describe
en el Ejemplo 7 de la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288). En
una realizacion preferida las bebidas de la invencién tienen puntajes para sabor aromatico, a éster,
alcohdlico/solvente, floral, y/o a ldpulo como se describe en la solicitud de patente internacional
PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288) en la pag. 41, linea 15 a pag. 44, linea 9.

Se prefiere que las bebidas de acuerdo con la presente invencién estén caracterizadas por tener un menor gusto a
papel comparado con una bebida similar preparada del mismo modo a partir de una planta de cebada de tipo salvaje
(preferentemente cv. Quench o cv. Rosalina) después de almacenamiento durante al menos 1 semana en el rango
de 30 a 40°C, tal como aproximadamente a 37°C. Preferentemente, dicho gusto a papel es menos de 90%, mas
preferentemente menos de 80%, tal como menos de 70% evaluado por un panel entrenado en degustacion.

Se prefiere también que las bebidas de acuerdo con la presente invencion tengan un reducido sabor a papel
comparado con bebidas similares preparadas a partir de cebada de tipo salvaje después del almacenamiento a
temperaturas elevadas. Cuando la propiedad de “sabor a papel” es determinada por un panel de degustacion
especializado, entrenado (como se describié precedentemente), un puntaje en una escala de 0 a 5 -en la cual 0 es
ausente y 5 es extremo- se prefiere que las bebidas de la invencién tengan uno, o preferentemente ambos de los
siguientes puntajes para sabor a papel:

(i) un puntaje para sabor a papel de al menos 0,5, preferentemente al menos 0,7 menor que el puntaje para sabor a
papel de una bebida preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir del cv.
Quench o cv. Rosalina después de incubacion a 37°C durante una semana;

(i) un puntaje para sabor a papel al menos 0,5, preferentemente al menos 0,7, mas preferentemente al menos 0,8,
al menos 1 més bajo que el puntaje para sabor a papel de una bebida preparada del mismo modo a partir de cebada
de tipo salvaje, preferentemente a partir del cv. Power o cv. Rosalina después de la incubacion a 37°C durante dos
semanas.

De manera interesante, la presente invencion describe que el puntaje de sabor general de una bebida fabricada de
acuerdo con la presente invencion es mejorado comparada con bebidas preparadas a partir de cebada de tipo
salvaje. Esto puede ser parcialmente atribuido al hallazgo de que el DMS puede enmascarar ciertos sabores
deseables.

En consecuencia, se prefiere que las bebidas de la presente invencién tengan un puntaje de sabor general que sea
al menos 1, preferentemente al menos 1,5, mas preferentemente al menos 2 mas alto que el puntaje de sabor de
una bebida preparada del mismo modo a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir del cv. Quench o
cv. Rosalina, cuando dicha bebida ha sido preparada sin hervir el mosto correspondiente, preferentemente utilizando
un calentamiento presurizado. Dicho puntaje de sabor debera ser puntuado en una escala desde 1 a 9, donde 9
representa el mayor puntaje dado por un panel especialista en degustacion de cerveza.

Se dice que una bebida tiene “cualidades organolépticas estables”, cuando dicha bebida comprende muy bajos
niveles de T2N libres, alin después del almacenamiento. En consecuencia, es un objeto de la presente invencion
proporcionar bebidas (tal como cerveza con cualidades organolépticas estables), fabricadas utilizando una planta de
cebada con doble LOX nula-MMT nula.

En consecuencia, se prefiere que las bebidas de la presente invencién comprendan menos de 80%,
preferentemente menos de 70%, mas preferentemente menos de 65%, ain mas preferentemente menos de 60%
aun mas preferentemente menos de 55% de T2N libre comparada con una bebida preparada de la misma manera a
partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir de un cv. Quench o un cv. Rosalina -después de
almacenamiento durante al menos 1 semana, preferentemente al menos 2 semanas, mas preferentemente al menos
3 semanas, aun mas preferentemente durante al menos 4 semanas a una temperatura en el rango de 30 a 40°C,
preferentemente a 37°C. También se prefiere que las bebidas de la invencion comprendan menos de 0,025 ppb de
T2N libre después de almacenamiento durante 2 semanas a 37°C.

En otra realizacion especifica, la bebida —preferentemente cerveza— es preparada a partir de mosto calentado, el
cual ha sido tratado con calor solo por un corto tiempo, tal como una temperatura en el rango de 95 a 99°C durante
un rango de 10 a 30 min. Preferentemente dicho mosto calentado ha sido calentado como se describid
precedentemente en la presente memoria descriptiva en la seccion "Calentamiento del mosto". En realizaciones
donde la bebida -preferentemente cerveza- es preparada a partir de dicho mosto calentado, entonces dicha bebida —
preferentemente cerveza- comprende menos de 80%, preferentemente menos de 70%, mas preferentemente menos

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2600353 T3

de 65% de T2N libre comparada con una bebida preparada de la misma manera a partir de cebada de tipo salvaje,
preferentemente a partir de un cv. Quench o un cv. Rosalina -después de almacenamiento durante al menos 1
semana, preferentemente al menos 2 semanas, mas preferentemente al menos 3 semanas, aun mas
preferentemente durante al menos 4 semanas a una temperatura en el rango de 30 a 40°C, preferentemente a 37°C.

En particular, se prefiere que tales bebidas —preferentemente cerveza— preparadas a partir de dicho mosto calentado
comprendan muy bajos niveles de T2N, preferentemente menos de 80%, preferentemente menos de 70%, mas
preferentemente menos de 65% de T2N libre comparada con una bebida preparada de la misma manera a partir de
cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir de un cv. Quench o un cv. Rosalina -después de almacenamiento
durante 2 semanas a una temperatura en el rango de 30 a 40°C, preferentemente a 37°C en presencia de un nivel
de sulfito que no excede de 10 ppm, preferentemente un nivel de sulfito en el rango de 1 a 10 ppm, mas
preferentemente en el rango de 1 a 8 ppm, mas preferentemente en el rango de 2 a 6 ppm, adn mas
preferentemente en el rango de 3 a 6 ppm de sulfito.

Es también particularmente preferido que las bebidas de acuerdo con la invencion -tal como cerveza, por ejemplo
cerveza de cebada- comprendan muy bajos niveles de T2N, preferentemente menos de 80%, preferentemente
menos de 70%, mas preferentemente menos de 60%, aln mas preferentemente menos de 5% de T2N libre
comparada con una bebida preparada de la misma manera a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente de
cv. Quench o cv. Rosalina -después de almacenamiento durante 8 semanas a 37°C.

En una realizacion, la descripcién se refiere una bebida, tal como cerveza, con bajos niveles de ciertos acidos
trihidroxi octadecenoicos (también denominados THAS), en particular una bebida con bajos niveles de 9,12,13-THA y
9,10,13-THA. Los THAs estan caracterizados por un sabor amargo (Baur and Grosch, 1977; Baur y col., 1977),
haciendo dichos compuestos indeseables en bebidas.

En consecuencia es deseable que el nivel de 9,12,13-THA y 9,10,13-THA sea tan bajo como sea posible, por
ejemplo mas bajo que 1,3 ppm, tal como més bajo que 1 ppm. De manera concordante, se prefiere que el nivel de
9,12,13-THA sea tan bajo como sea posible, por ejemplo mas bajo que 1,3 ppm, tal como mas bajo que 1 ppm.
También se prefiere que el nivel de 9,10,13-THA sea tan bajo como sea posible, por ejemplo mas bajo que 1,3 ppm,
tal como mas bajo que 1 ppm. Sin embargo, la concentracion global de 9,12,13-THA y 9,10,13-THA en una bebida
derivada de malta -tal como cerveza- también es dependiente de la cantidad de malta utilizada para la preparacién
de dicha bebida especifica. Asi, en general, una cerveza fuerte comprendera mas 9,12,13-THA y 9,10,13-THA que
una cerveza ligera, haciendo que un mayor nivel global de 9,12,13-THA y 9,10,13-THA sea aceptable en una
cerveza mas fuerte. De manera concordante, se prefiere que la bebida de acuerdo con la invencién comprenda un
menor nivel de 9,12,13-THA y 9,10,13-THA que una bebida preparada de la misma manera a partir de cebada de
tipo salvaje, preferentemente a partir de un cv. Power o a partir de un cv. Quench o de un cv. Rosalina. En particular,
una bebida de acuerdo con la invencion preferentemente tiene un nivel de 9,12,13 THA, que es como maximo 50%,
preferentemente como maximo 40%, mas preferentemente como maximo 30% comparado al nivel en una bebida
preparada de la misma manera a partir de una cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir de un cv. Power o un
cv. Rosalina. Se prefiere adicionalmente que una bebida de acuerdo con la invencién tenga un nivel de 9,10,13-THA,
gue es de como méaximo 70%, preferentemente como maximo 60%, tal como como méximo 50%, por ejemplo como
méaximo 40% comparado al nivel en una bebida preparada de la misma manera a partir de una cebada de tipo
salvaje, preferentemente a partir de un cv. Power o un cv. Quench o un cv. Rosalina. Tales bebidas pueden ser
preparadas utilizando cebada doble LOX nula-MMT nula.

En una realizacion, las bebidas preparadas a partir de cebada doble LOX nula-MMT nula tienen mejorada calidad en
la espuma. Esto es en particular relevante cuando la bebida es una cerveza. De manera concordante, es un objeto
de la invencién proporcionar bebidas, tal como cerveza, con superior calidad en la espuma. Preferentemente, las
bebidas de la invencion producen al menos 1,5 veces mas, preferentemente al menos 2 veces mas, aun mas
preferentemente al menos 3 veces mas espuma en 60 a 80 min, preferentemente en 80 min comparada con una
bebida preparada de la misma manera a partir de cebada de tipo salvaje, preferentemente a partir de un cv. Quench.
Dicha produccién de espuma esta determinada como se describe en el Ejemplo 8 mas adelante en la presente
memoria descriptiva.

Productos de plantas

Es un objeto de la presente invencion proporcionar productos de planta de cebada caracterizados por bajos niveles
de uno o0 mas sabores indeseables. En particular, es un objeto de la invencién proporcionar productos de plantas,
preferentemente productos de planta de cebada, con bajos niveles de T2N, DMS vy los correspondientes precursores
de los mismos. Como se describe en la invencion, tales productos de plantas pueden ser ventajosamente
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preparados a partir de cebada doble LOX nula-MMT nula. Dicho producto de plantas puede ser malta,
preferentemente cualquiera de las maltas descritas precedentemente en la presente memoria descriptiva en la
seccion “Malteado”. El producto puede ser mosto, preferentemente cualquiera de los mostos descritos
precedentemente en la presente memoria descriptiva en la seccion “Mosto”; también puede ser una bebida,
preferentemente cualquiera de las bebidas descritas precedentemente en la presente memoria descriptiva en la
seccion "Bebida". Sin embargo, el producto de plantas puede ser también otros productos de plantas que estan
caracterizados por bajos niveles de T2N, T2N potencial, DMS y DMSP preparados a partir de plantas de cebada con
doble LOX nula-MMT nula, o partes de las mismas.

La presente invencion se refiere asi a productos de plantas, que son compaosiciones que comprenden las plantas de
cebada descritas mas adelante en la presente memoria descriptiva, o partes de las mismas, o composiciones
preparadas a partir de dichas plantas de cebada, o partes de las mismas, tal como productos de plantas preparados
a partir de dichas plantas de cebada, o partes de las mismas. Porque dichas plantas de cebada carecen de
actividades de LOX-1, LOX-2 y MMT, las composiciones en general comprenden muy bajos niveles de sabores
indeseables y sus moléculas precursoras y en particular de T2N, T2N potencial, DMS y DMSP. Se describen en la
presente memoria descriptiva ejemplos de productos de plantas Gtiles que comprenden, o estan preparados a partir
de, plantas de cebada que tienen una primera mutacion que produce una pérdida total de LOX-1 funcional, una
segunda mutacién que produce una pérdida total de LOX-2 funcional y una tercera mutacién que produce una
pérdida total de MMT funcional.

Se prefiere que dicho producto de plantas comprenda uno o més de lo siguiente, preferentemente al menos dos de
lo siguiente, aun mas preferentemente todo lo siguiente:

(i) menos de 60%, aun mas preferentemente menos de 50%, ain mas preferentemente menos de 40%, tal como
menos de 30%, preferentemente menos de 20%, mas preferentemente menos de 10%, de T2N libre;

(ii) menos de 60%, aun mas preferentemente menos de 50%, ain mas preferentemente menos de 40%, tal como
menos de 30%, preferentemente menos de 25% de T2N potencial;

(i) menos de 30%, preferentemente menos de 20%, mas preferentemente menos de 15%, aun mas
preferentemente menos de 10% de DMS;

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

(v) menos de 30%, preferentemente menos de 20%, mas preferentemente menos de 15%, ain mas
preferentemente menos de 10% de DMSP;

comparada con un producto de plantas similar preparado de la misma manera a partir de plantas de cebada de tipo
salvaje, preferentemente a partir de un cv. Power o un cv. Quench o un cv. Rosalina.

La presente invencion se refiere, en un aspecto, a granos de cebada que tienen una primera mutacion que produce
una pérdida total de LOX-1 funcional, una segunda mutacion que produce una pérdida total de LOX-2 funcional y
una tercera mutacion que produce una pérdida total de MMT funcional. La presente invencion también se refiere a
composiciones que comprenden dichos granos, y composiciones preparadas a partir de dichos granos, asi como a
productos de plantas preparados a partir de dichos granos.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a productos de plantas, que pueden ser composiciones de
alimentos, composiciones para alimentacion, y composiciones de materiales de partida para fragancias que
comprenden plantas de cebada doble LOX nula-MMT nula, o partes de las mismas. Las composiciones de
alimentos, por ejemplo, pueden ser, pero no estan limitadas a, granos de cebada malteados o no malteados, cebada
molida, alimentos 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 forma de hojuelas,
molidas, micronizadas o extruidas. Las composiciones para alimentacion, por ejemplo, incluyen composiciones que
comprenden granos de cebada y/o harinas. Las composiciones para alimentacién pueden por ejemplo ser puré. Las
composiciones de materiales de partida para fragancias se describen mas adelante en la presente memoria
descriptiva.

La invencion también se refiere a mezclas de varios productos de plantas de la invencién. Por ejemplo, la invencion
se refiere a una composicién preparada mediante una mezcla de:

(i) una composiciéon que comprende una planta de cebada, o una parte de la misma, que comprende una primera
mutacion que produce una pérdida total de LOX-1 funcional, una segunda mutacién que produce una pérdida total
de LOX-2 funcional y una tercera mutacién que produce una pérdida total de MMT funcional; y
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(ii) una composicién de malta preparada a partir de granos con doble LOX nula-MMT nula.

Diversos procedimientos estan disponibles para determinar si una planta de cebada o un producto de plantas, es
preparado a partir de una planta de cebada que lleva mutaciones en los genes para LOX-1, LOX-2 y MMT, que
causan una pérdida total de LOX-1 funcional, una pérdida total de LOX-2 funcional y una pérdida total de MMT
funcional, respectivamente. Los productos de plantas comprenderan, en general, al menos algo de ADN genémico
de la planta utilizada para su produccion. Asi, la malta contendra grandes cantidades de ADN genémico, pero
incluso los extractos de cebada o malta, tal como mosto, pueden comprender ADN gendémico o fragmentos del
mismo de dicha cebada o malta. También las bebidas a base de malta, tal como cerveza, pueden comprender ADN
gendmico, o fragmentos del mismo de dicha planta. Mediante analisis de ADN en un producto de plantas, puede
establecerse si la planta, a partir de la cual se preparé el producto de planta, lleva mutaciones en los genes LOX-1,
LOX-2 y MMT, que causan una pérdida total de LOX-1 funcional, una pérdida total de LOX-2 funcional y una pérdida
total de MMT funcional. Dichas mutaciones podrian, por ejemplo ser cualquiera de las mutaciones en los genes
LOX-1 y LOX-2 descritos mas adelante en la presente memoria descriptiva en la seccion “Pérdida de LOX
funcional”. Dicha mutacién en el gen MMT podria, por ejemplo ser cualquiera de las mutaciones en el gen MMT
descrito precedentemente en la presente memoria descriptiva en la seccion “Pérdida de MMT funcional”. EI ADN
gendmico puede ser analizado mediante cualquier procedimiento Util, tal como secuenciamiento o mediante
procedimientos basados en amplificacién, incluyendo procedimientos basados en PCR. Si se suponen mutaciones
particulares en el gen LOX-1 y/o en el gen LOX-2 y/o en el gen MMT, entonces puede emplearse andlisis de
polimorfismo, por ejemplo andlisis SNP. En relacion con la determinacion de una mutacion en el gen LOX-1 y/o en el
gen LOX-2, un ejemplo no limitativo de andlisis SNP util esta descrito en la solicitud internacional de patente
PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860) en el Ejemplo 10. En relacién con la determinacion de una
mutacion en el gen MMT, un ejemplo no limitativo de analisis SNP (til estd descrito en la solicitud internacional de
patente PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288) en los Ejemplos 13 y 17. La persona experta sera
capaz de adaptar el andlisis SNP especifico descrito en estos ejemplos para uso con otras mutaciones u otros
materiales de partida..

Si los productos de planta mencionados precedentemente en la presente memoria descriptiva son preparados a
partir de plantas de cebada, que son doble LOX nula-MMT nula, entonces la presencia vs. la ausencia de mARN
LOX-1, mARN LOX-2 y mARN MMT de cebada y/o proteina LOX-1, proteina LOX-2 y proteina MMT puede también
ser indicativa de si dicho producto de plantas es preparado a partir de una planta de cebada doble LOX nula-MMT
nula. El examen del producto de plantas puede también ser llevado a cabo mediante analisis Western Blot, u otro
andlisis de proteinas, o mediante RT-PCR, o mediante andlisis Northern Blot, 0 mediante otros andlisis de mARN.
Tales andlisis con particularmente Utiles cuando el producto de plantas es malta.

Planta de cebada

Se describen bebidas a base de cereales. Los cereales pueden por ejemplo ser seleccionados de entre el grupo que
consiste en cebada, trigo, centeno, avena, maiz, arroz, sorgo, mijo, triticale, trigo sarraceno, mijo fonio y quinoa. Mas
preferentemente, el cereal es seleccionado de entre el grupo que consiste en cebada, trigo, centeno, avena, maiz y
arroz, mas preferentemente el cereal es cebada.

En consecuencia, la invencion se refiere una bebida a base de cebada y plantas de cebada Utiles para preparar las
bebidas de la invencion.

La cebada es una familia de plantas. La “Cebada salvaje”, Hordeum vulgare ssp. spontaneum, es considerada el
progenitor de las formas de cebada cultivadas hoy dia. Se cree que la transicion de la cebada desde un estado
salvaje a un estado cultivado coincidié con un cambio radical de frecuencias de alelos en numerosos loci. Los alelos
raros y nuevos eventos mutacionales fueron seleccionados positivamente por los agricultores que rapidamente
establecieron las nuevas caracteristicas en poblaciones de plantas domesticadas, denominadas “cebadas
autoctonas” (barley landraces). Estas son generalmente mas intimamente relacionadas a cultivares modernos que a
la cebada salvaje. Hasta finales del siglo XIX, las cebadas autéctonas existieron como mezclas altamente
heterogéneas de lineas endogamicas y segregados hibridos, incluyendo pocas plantas derivadas de cruces al azar
en generaciones tempranas. La mayoria de las autdctonas fueron desplazadas en agriculturas avanzadas por
cultivares de linea pura. Niveles intermedios o elevados de diversidad genética caracterizan las restantes
autéctonas. Inicialmente, los cultivares de “cebada moderna” representaron selecciones a partir de autoctonas.
Estas fueron después derivadas de ciclos sucesivos de cruzamientos entre lineas puras establecidas, tal como
aquellas de origenes geograficos distintos. Finalmente, el resultado fue un marcado estrechamiento de la base
genética en muchas, probablemente todas, las agriculturas avanzadas. Comparados con los autéctonos, los
cultivares de cebada moderna tienen numerosas propiedades mejoradas (Nevo, 1992; von Bothmer y col., 1992),

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2600353 T3

por ejemplo una o mas, pero no limitadas a las siguientes: (i) granos cubiertos y desnudos; (ii) dormancia de
semillas; (iii) resistencia a enfermedades; (iv) tolerancia ambiental (por ejemplo a sequia o pH del suelo); (v)
cantidades de lisina u otros aminoacidos; (vi) contenido de proteinas; (vii) contenido de nitrégeno; (viii) composicién
de carbohidratos; (ix) contenido y composicion de hordeina; (x) contenido de (1-3,1-4)-B-glucano y arabinoxilano; (xi)
rendimiento; (xii) rigidez de la paja; y (xiii) altura de la planta.

Dentro de la presente invencion, el término “planta de cebada" comprende cualquier planta de cebada, tal como
cebadas autoctonas o cultivares de cebada moderna. Asi, la invencion se refiere a cualquier planta de cebada que
comprende una primera mutacién que produce una pérdida total de LOX-1 funcional, y una segunda mutacién que
produce una pérdida total de LOX-2 funcional y una tercera mutaciéon que produce una pérdida total de MMT
funcional. Un ejemplo de una tal planta de cebada esta descrito en los Ejemplos mas adelante en la presente
memoria descriptiva y denominados "Triple-Nula" o "Cebada Triple-Nula".

Sin embargo, las plantas de cebada preferidas para uso en la presente invencién son cultivares de cebada moderna
o lineas puras. El cultivar de cebada a ser utilizado en la presente invencion puede, por ejemplo, ser seleccionado
de entre el grupo que consiste en Sebastian, Quench, Celeste, 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 Hals, Kanto Nakate Gold, Hakata
No. 2, Kirin — choku No. 1, Kanto late Variety Gold, Fuji Nijo, New Golden, Satukio Nijo, Seijo No. 17, Akagi Nijo,
Azuma Golden, Amagi Nijpo, Nishino Gold, Misato golden, Haruna Nijo, Scarlett, Rosalina y Jersey preferentemente
del grupo que consiste en Haruna Nijo, Sebastian, Quench, Celeste, Lux, Prestige, Saloon, Neruda y Power,
preferentemente del grupo que consiste en 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 Hals, Kanto Nakate Gold, Hakata No. 2, Kirin — choku No. 1, Kanto late Variety Gold,
Fuji Nijo, New Golden, Satukio Nijo, Seijo No. 17, Akagi Nijo, Azuma Golden, Amagi Nijpo, Nishino Gold, Misato
golden, Haruna Nijo, Scarlett y Jersey preferentemente del grupo que consiste en Haruna Nijo, Sebastian, Tangent,
Lux, Prestige, Saloon, Neruda, Power, Quench, NFC Tipple, Barke, Class y Vintage.

En una realizaciéon de la invencion, la planta de cebada es en consecuencia, un cultivar de cebada moderna
(preferentemente un cultivar seleccionado de entre el grupo de cultivares de cebada listados precedentemente en la
presente memoria descriptiva) que comprende una primera mutacion que produce una pérdida total de LOX-1
funcional y una segunda mutacion que produce una pérdida total de actividad LOX-2 funcional, y una tercera
mutacion que produce una pérdida total de MMT funcional. En esta realizacion, se prefiere en consecuencia que la
planta de cebada no sea una cebada autéctona.

La planta de cebada puede estar en cualquier forma adecuada. Por ejemplo, la planta de cebada de acuerdo con la
invencién puede ser una planta de cebada viable, una planta secada, una planta homogeneizada o un grano de
cebada molido. La planta puede ser una planta madura, un embrion, un grano germinado, un grano malteado, un
grano malteado molido, un grano molido o similares.

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 fraccién puede, por ejemplo, ser una secciéon de un
grano, embrién, hoja, tallo, raiz o flor. Las partes de plantas de cebada pueden también ser una fraccién de un
homogeneizado o una fraccién de una planta de cebada o grano molidos.

En una realizacion, las partes de plantas de cebada pueden ser células de dicha planta de cebada, tal como células
viables que pueden ser propagadas in vitro en cultivos de tejidos. En otras realizaciones, sin embargo, las partes de
las plantas de cebada pueden ser células viables que no son capaces de madurar en una planta de cebada entera,
es decir células que no son material reproductivo.

Pérdida de LOX funcional

La presente invencion se refiere a plantas de cebada -o partes de la misma, o productos de plantas de la misma-
gue tienen una primera, una segunda mutacion y una tercera mutacion, donde la primera mutacion conduce a una
pérdida total de LOX-1 funcional, y la segunda mutacién conduce a una pérdida total de LOX-2 funcional. La tercera
mutacion conduce a una pérdida total de MMT funcional como se describe en mayor detalle en la seccion "Pérdida
de MMT funcional" méas adelante en la presente memoria descriptiva.

La pérdida total de LOX-1 funcional y la pérdida total de LOX-2 funcional pueden independientemente estar basadas
en diferentes mecanismos. Por ejemplo, la pérdida total de funcién de una o ambas actividades de LOX-1 y LOX-2
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puede ser causada por mal funcionamiento de proteinas en la planta de cebada, es decir, mal funcionamiento de
proteina LOX-1 y/o LOX-2, tal como proteina LOX-1 mutada sin actividad de formacién de 9-HPODE detectable
(donde 9-HPODE preferentemente puede ser determinada seguin lo descrito en el Ejemplo 4 de la solicitud
internacional de patente PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860), véase mas adelante), y/o una
proteina LOX-2 mutada sin actividad de formacién de 13-HPODE detectable (donde 13-HPODE preferentemente
puede ser determinada segun lo descrito en el Ejemplo 4 de la solicitud internacional de patente
PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860), véase mas adelante).

La pérdida total de LOX-1 y/o LOX-2 funcional puede ser causada por la carencia de proteina LOX-1 y/o LOX-2.
Aparentemente la carencia de proteina LOX-1 conducira a la pérdida de LOX-1 funcional, y la carencia de proteina
LOX-2 conducird a la pérdida total de LOX-2 funcional. En consecuencia, la planta de cebada puede
preferentemente comprender nada -o s6lo muy poco, mas preferentemente no detectable- proteina LOX-1 y/o LOX-
2. La(s) proteina(s) LOX-1 y/o LOX-2 puede(n) ser detectada(s) por cualquier medio conocido para la persona
experta en el arte. Preferentemente, sin embargo, la(s) proteina(s) es(son) detectada(s) mediante técnicas donde la
proteina LOX-1 es detectada mediante anticuerpos especificos de LOX-1 y LOX-2, tal como anticuerpos policlonales
para LOX-1 y LOX-2. Dichas técnicas pueden ser, por ejemplo, Western blotting o ELISA. Dichos anticuerpos
pueden ser monoclonales o policlonales. Preferentemente, sin embargo, dichos anticuerpos son de naturaleza
policlonal, reconociendo varios diferentes epitopos dentro de la proteina LOX-1 y LOX-2, respectivamente. La
proteina LOX-1 y/o LOX-2 pueden también ser detectadas indirectamente, por ejemplo, mediante procedimientos
que determinan actividad de LOX-1, o mediante procedimientos que determinan actividad LOX-2. En una realizacion
preferida, la proteina LOX-1 es detectada utilizando los procedimientos resefiados en el Ejemplo 4 de la solicitud
internacional de patente WO 2005/087934. La proteina LOX-2 puede ser detectada de una manera similar, utilizando
anticuerpos que se unen a LOX-2 de cebada.

La pérdida total de funcion de una o ambas actividades LOX-1 y LOX-2 pueden ser el resultado de ninguna, o muy
pequefia, preferentemente ninguna expresion de un transcripto de LOX-1 y/o un transcripto de LOX-2. La persona
experta reconocera que la ausencia de un transcripto de LOX-1 y/o LOX-2 también daréa por resultado la ausencia de
una proteina LOX-1 y/o LOX-2 traducida, respectivamente. Alternativamente, la pérdida total de LOX-1 funcional y
LOX-2 funcional puede también ser la expresion resultante de un transcripto aberrante de LOX-1 y/o un transcripto
aberrante de LOX-2. Un transcripto aberrante de LOX-1 y/o LOX-2 puede ser causado por splicing aberrante del
transcripto, por ejemplo, debido a una mutacién en un sitio de splicing. En consecuencia, las plantas de cebada de la
invencion pueden llevar una mutacioén en un sitio de splicing, tal como un sitio de splicing 5' o un sitio de splicing 3,
por ejemplo en uno de los dos nucledtidos méas 5' de un intrén, o en uno de los nucledtidos mas 3' de un intron. Un
ejemplo de un mutante con splicing aberrante del transcripto de LOX-1 se describe como mutante A618 en la
W02005/087934. La expresion de transcriptos que codifican LOX-1 o LOX-2 puede, por ejemplo, ser detectada
mediante Northern blotting o experimentos RT-PCR.

Las mutaciones han causado la pérdida total de enzimas LOX-1 y LOX-2 funcionales de las plantas de cebada de la
presente invencidon. En consecuencia, las plantas de cebada de la presente invencion en general llevan una
mutacion en el gen LOX-1. Dicha mutacién puede estar en las regiones reguladoras, por ejemplo dentro del
promotor o de intrones, o dicha mutacion puede estar en la regién codificante. La mutacion puede ser también una
delecion del gen LOX-1 o parte del mismo, tal como delecion de la region codificante completa. Similarmente, las
plantas de cebada de la presente invencién en general llevan una mutacion en el gen LOX-2. Dicha mutacién puede
estar en las regiones reguladoras, por ejemplo dentro del promotor o de intrones, o dicha mutacién puede estar en la
region codificante. La mutacion puede ser también una delecion del gen de LOX-2 o parte del mismo, tal como
delecion de la region codificante completa. En consecuencia, la causa de la pérdida total de enzimas LOX-1 y/o
LOX-2 funcionales pueden también ser detectadas por la identificacién de mutaciones en el gen que codifica LOX-1,
o en el gen que codifica LOX-2. Las mutaciones en los genes que codifican LOX-1 y LOX-2 pueden, por ejemplo, ser
detectadas secuenciando dichos genes. Preferentemente, después de identificar una mutacion, la pérdida total de
funcion es confirmada ensayando las actividades de LOX-1 y/o LOX-2.

Se entiende que el término "proteina LOX-1" cubre la longitud completa de la proteina LOX-1 de cebada como se
establece en la SEQ ID NO:3 (que corresponde con WO 2005/087934), o en la SEQ ID NO:7 de WO 2005/087934, o
un homélogo funcional de las mismas. El sitio activo de LOX-1 esta situado en la parte del C-terminal de la enzima.
En particular, se anticipa que los residuos de aminoacidos de la region que abarca 520-862, o parte de los mismos,
(preferentemente la region completa de aminoacidos de los nos. 520-862) son relevantes para la actividad de LOX-
1. En consecuencia, en una realizacién, la cebada con LOX-1 nula preferentemente comprende un gen que codifica
una forma mutada de LOX-1 que carece de algunos o todos los aminoacidos 520-862 de LOX-1. Dicho LOX-1
mutado puede también carecer de otros residuos aminoacidos, los cuales estan presentes en el LOX-1 de tipo
salvaje.
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En consecuencia, cebada con doble LOX nula de la invencion puede comprender una forma truncada de LOX-1, que
no es funcional -tal como una forma truncada de N- o C-terminal. Preferentemente, dicha forma truncada comprende
no mas de 800, mas preferentemente no mas de 750, aln mas preferentemente no mas de 700, aun mas
preferentemente no mas de 690, ain mas preferentemente no mas de 680, ain mas preferentemente no mas de
670 aminoacidos consecutivos de LOX-1, tal como no mas de 665, por ejemplo no mas de 650, tal como no mas de
600, por ejemplo no mas de 550, tal como no mas de 500, por ejemplo no mas de 450, tal como no mas de 425, por
ejemplo no mas de 399 aminoacidos consecutivos de LOX-1 de SEQ ID NO:3 de WO 2005/087934.
Preferentemente, dicha forma truncada comprende solamente un fragmento N-terminal de LOX-1, preferentemente
como maximo los 800, mas preferentemente como maximo los 750, ain mas preferentemente como maximo los
700, aun mas preferentemente como maximo los 690, ain mas preferentemente como maximo los 680, aun mas
preferentemente como maximo los 670, alin mas preferentemente como maximo los 665 aminoacidos N-terminal de
la SEQ ID NO:3 de WO 2005/087934, tal como no mas de 665, por ejemplo no mas de 650, tal como no mas de
600, por ejemplo como méaximo los 550, tal como como méaximo los 500, por ejemplo como maximo los 450, tal como
como maximo los 425, por ejemplo como maximo los 399 aminoacidos N-terminal de la SEQ ID NO:3 de WO
2005/087934. En adiciéon al fragmento de LOX-1, dicha forma truncada puede opcionalmente comprender
secuencias C-terminal que no estan presentes en el LOX-1 de tipo salvaje. Este puede ser en particular el caso si la
forma truncada ha aparecido a partir del splicing aberrante. Preferentemente, dichas secuencias adicionales de C-
terminal consisten en como maximo 50, més preferentemente como méximo 30, aun més preferentemente como
méximo 10, ain mas preferentemente como maximo 4, o como méaximo 1 amino&cido.

En una realizacion muy preferida, la forma truncada puede consistir en aminoacidos 1-665 de la SEQ ID NO:3 de
WO 2005/087934.

En una realizacion preferida, la planta de cebada comprende un gen que codifica LOX-1 que esta transcripto en
ARNmM, el cual comprende un coddn sin sentido o un codon de terminacion corriente arriba del codén de terminacién
del ARNm de tipo salvaje de LOX-1. Tal coddn sin sentido es en la presente memoria descriptiva indicado un codon
sin sentido prematuro. Preferentemente, todos los genes que codifican LOX-1 transcriptos en ARNm de dicha planta
comprenden un codoén sin sentido prematuro o un codon de terminacion. El codon sin sentido o codén de
terminacion esta situado preferentemente como méaximo 800, méas preferentemente como méaximo 750, aln mas
preferentemente como méaximo 700, aun mas preferentemente como méaximo 690, ain mas preferentemente como
méaximo 680, aun mas preferentemente como maximo 670, ain mas preferentemente como maximo 665 codones
aguas abajo del coddn de inicio. La secuencia de ADN gendmica de tipo salvaje que codifica LOX-1 esta dada en la
SEQ ID NO:1 de WO 2005/087934 o la SEQ ID NO:5 de WO 2005/087934.

En una realizacién preferida, la planta de cebada comprende un gen que codifica LOX-1, donde el correspondiente
pre-ARNm transcripto a partir de dicho gen comprende la secuencia correspondiente a la SEQ ID NO:2
(correspondiente a la SEQ ID NO:2 de WO 2005/087934).

En una realizacion muy preferida, el gen que codifica LOX-1 mutante de la planta de cebada con doble LOX nula de
acuerdo con la invencion comprende una mutacién sin sentido, dicha mutacion correspondiendo a una sustitucion
G—A en la posicion 3574 de SEQ ID NO:1 (correspondiente a la SEQ ID NO: 1 de WO 2005/087934).

El término “proteina LOX-2" significa que cubre la proteina LOX-2 de cebada de longitud completa como se
establece en la SEQ ID NO:5 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050355 (publicada como WO
2010/075860), o un homélogo funcional de la misma. El sitio activo de LOX-2 esta situado en la parte C-terminal de
LOX-2. En particular, se anticipa que los residuos de aminoacidos de la region que abarca de 515-717, o parte de
los mismos, son relevantes para la actividad de LOX-2. Con base en un examen de la estructura cristalina de LOX-1
de poroto de soja, los tramos de secuencia anticipada de la hendidura del sitio activo de la enzima LOX-2 de cebada
estan representados por los residuos de aminoacidos 515-525 y 707-717. Una proteina LOX-2 mutada, traducida, es
decir una forma truncada C-terminalmente de LOX-2 de cebada con doble LOX mutante nula A689 contiene como
maximo 684 residuos, y por lo tanto no tendrd el segundo tramo de secuencia de la hendidura del sitio activo -
haciéndola inactiva. De acuerdo con una realizacion, la cebada con doble LOX nula de la invencion comprende
preferentemente un gen que codifica una forma mutante de LOX-2 que carece de algunos, o todos los aminoacidos
515-717 de LOX-2, preferentemente carecen de algunos o de todos de los aminoacidos 707 a 717, aun mas
preferentemente careciendo de los aminoacidos 707-717. Dicho LOX-2 mutante puede también carecer de otros
residuos de aminoacidos, los cuales estan presentes en LOX-2 de tipo salvaje.

Por consiguiente, la cebada con LOX doble nula puede comprender una forma truncada de LOX-2, que no es
funcional, tal como una forma truncada N-terminal o C- terminal. Preferentemente, dicha forma truncada comprende
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no mas de 800, mas preferentemente no mas de 750, aun mas preferentemente no mas de 725, aln mas
preferentemente no mas de 700, alin mas preferentemente no mas de 690, aiun mas preferentemente no mas de
684 aminoacidos consecutivos de LOX-2 de la SEQ ID NO:5 de la solicitud internacional de patente
PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860). Preferentemente, dicha forma truncada comprende solo
un fragmento N-terminal de LOX-2. Por lo tanto, preferentemente dicha forma truncada comprende como maximo los
800, mas preferentemente como maximo los 750, aln mas preferentemente como maximo los 725, ain mas
preferentemente como maximo los 700, alin mas preferentemente como maximo los 690, alin mas preferentemente
como maximo los 684 aminoacidos N-terminal de la SEQ ID NO:5 de la solicitud internacional de patente
PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860). En adicion al fragmento de LOX-12, dicha forma truncada
puede opcionalmente comprender secuencias C-terminal adicionales no presentes en LOX-2 de tipo salvaje. Este
puede ser en particular el caso si la forma truncada ha surgido de un splicing aberrante. Preferentemente, dichas
secuencias C-terminal adicionales consisten en como maximo 50, mas preferentemente como maximo 30, ain mas
preferentemente como maximo 10, alin mas preferentemente como maximo 4, o como maximo 1 aminoéacido.

En una realizacion muy preferida, la forma truncada puede consistir en aminoacidos 1-684 de la SEQ ID NO:5 de la
solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860).

En una realizacion preferida, la planta de cebada comprende un gen transcripto en ARNm para LOX-2, donde dicho
ARNmM comprende un codon sin sentido o un coddn de terminacion corriente arriba del codon de terminacion del
ARNm de LOX-2 de tipo salvaje. Tal codén sin sentido es designado en la presente memoria descriptiva como un
codon sin sentido prematuro. Preferentemente todos los genes transcriptos en ARNm que codifican LOX-2 de dicha
planta comprenden un codén sin sentido prematuro o un codon de terminacién. El codén sin sentido o codén de
terminacion esta preferentemente situado como maximo 800, mas preferentemente como maximo los 750, aln mas
preferentemente como maximo los 725, aun mas preferentemente como maximo los 700, ain mas preferentemente
como maximo los 690, aliin mas preferentemente como méaximo los 684 codones corriente abajo del coddn de inicio.
La secuencia de ADN gendmico de tipo salvaje que codifica LOX-2 esta dada en la SEQ ID NO:1 de la solicitud
internacional de patente PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860).

En una realizacién muy preferida, el gen que codifica LOX-2 mutado de la planta de cebada con doble LOX nula
comprende una mutacion sin sentido, donde dicha mutacién corresponde a una sustitucion a G—A en la posicion
2689 de la SEQ ID NO:1 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050355 (publicada como WO
2010/075860).

La planta de cebada de acuerdo con la invencién puede ser preparada mediante cualquier procedimiento adecuado
conocido para la persona experta en el arte, preferentemente mediante uno de los procedimientos indicados en la
presente memoria descriptiva mas adelante en la seccién "Preparaciéon de cebada doble LOX nula-MMT nula".

Pérdida de MMT funcional

La presente invencién se refiere a plantas de cebada -o partes de las mismas, o productos de plantas de las
mismas- que tienen una primera, una segunda mutacion y una tercera mutacion, donde la primera mutacion
conduce a una pérdida total de LOX-1 funcional, y la segunda mutaciéon conduce a una pérdida total de LOX-2
funcional —ambas descritas precedentemente en la presente memoria descriptiva en mas detalle en la seccion
"Pérdida de LOX funcional". La tercera mutacién conduce a una pérdida total de MMT funcional.

La pérdida total de un MMT funcional puedes basarse en diferentes mecanismos. Por ejemplo, la pérdida total de
MMT funcional puede resultar en una proteina que funcione mal en dicha planta, es decir una enzima MMT que
funciona mal, tal como una proteina MMT mutante con actividad no detectable. Por ejemplo, la proteina MMT del
mutante puede ser una proteina truncada. La pérdida de actividad de MMT puede estar basada similarmente en
diferentes mecanismos, por ejemplo causada por un malfuncionamiento de la proteina MMT.

Preferentemente, la actividad de una proteina MMT mutada es determinada por su capacidad para catalizar la
transferencia de un grupo metilo desde SAM a Met, formando de este modo SMM. Esto puede, por ejemplo, ser
asumido como se describe en el Ejemplo 4 en la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050315 (publicada
como WO 2010/063288). Preferentemente, la secuencia de aminoacidos de una MMT mutada es obtenida
determinando la secuencia traducida del correspondiente ADNc de cebada aislado. Esto puede ser hecho
esencialmente como se describe en el Ejemplo 8 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315
(publicada como WO 2010/063288). Alternativamente, el MMT mutado de una planta de cebada de la invencion es
obtenido mediante expresién heter6loga en un cultivo de células bacterianas como se describe en el Ejemplo 11 y el
Ejemplo 12 en la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288),
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seguido de verificacion de que la proteina recombinante es inactiva como una enzima MMT.

La pérdida total de MMT funcional puede ser comprendida por la carencia de proteina MMT. La pérdida de proteina
MMT conducira a la pérdida de la funcién de MMT. Entonces, la planta de cebada puede no comprender o solo muy
poca, preferentemente ninguna proteina MMT detectable. La presencia o ausencia de proteina MMT puede ser
detectada por cualquier medio conocido para la persona experta en el arte. Sin embargo, la(s) proteina(s) es(son)
preferentemente analizada(s) mediante técnicas donde la proteina MMT es detectada mediante anticuerpos
especificos que reconocen MMT. Dichas técnicas pueden, por ejemplo, ser Western Blotting 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 diversos epitopos diferentes
dentro de la proteina MMT. Estos pueden ser también detectados indirectamente, por ejemplo, mediante
procedimientos de determinacion de actividad de MMT. En consecuencia, en la invencién, una planta de cebada se
dice que lleva una mutacion en el gen que codifica MMT, causando asi una pérdida total de actividad de MMT,
cuando no hay proteina MMT detectable en dicha planta. En particular, este es el caso cuando no hay proteina MMT
detectable con una masa aproximada de 120 kDa, +10%, en dicha planta de planta de cebada -preferentemente en
granos de dicha planta de cebada, analizada por Western Blotting.

La pérdida total de MMT funcional puede también ser un resultado de ninguna o muy poca, preferentemente ninguna
transcripcion de un ARNm de MMT. La persona experta reconocera que la ausencia de un transcripto de MMT
resultara también en la ausencia de proteina MMT.

Preferentemente, sin embargo, la pérdida total de MMT funcional es el resultado de la expresion de un transcripto de
MMT aberrante. Dicho transcripto puede ser preferentemente causado por un evento de splicing de un transcripto
primario, por ejemplo, debido a una mutacion en un sitio de splicing. La expresion de transcriptos que codifican MMT
puede, por ejemplo, ser detectada por Northern blotting, o por procedimientos RT-PCR.

La pérdida total de MMT funcional en las plantas de cebada de la presente invencion es causada por una 0 mas
mutaciones. Asi, las plantas de cebada de la presente invencion, en general, llevan al menos una mutacioén en el
gen de MMT. Dicha(s) mutacién(es) pueden estar en regiones reguladoras, por ejemplo dentro del promotor, o
intrones, o dicha(s) mutacidn(es) puede(n) estar en la region codificante de la proteina. La mutacion puede ser
también una delecion del gen MMT o parte de la misma, por ejemplo delecion de la region codificante del gen MMT.
Asi, la pérdida de MMT funcional puede también ser detectada analizando mutaciones en el gen que codifica MMT.
Las mutaciones en el gen que codifica MMT pueden, por ejemplo, ser detectadas secuenciando dicho gen, seguida
por la comparacién con la secuencia de tipo salvaje, preferentemente la secuencia de tipo salvaje del cv. Prestige
dada en la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288) como SEQ ID
NO:3, o aquella del cv. Sebastian (SEQ ID NO:16 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315
(publicada como WO 2010/063288)). Preferentemente, después de identificar una mutacion, la pérdida de funcién es
confirmada ensayando la actividad de MMT, por ejemplo como se describe en el Ejemplo 2 o Ejemplo 4 (véase mas
adelante) de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288).

Mediante el término proteina MMT se quiere significar que cubre la proteina MMT de cebada de longitud completa
como se establece en la SEQ ID NO:6 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315 (publicada como
WO 2010/063288), o un homdlogo funcional de la misma. En este contexto, un homologo funcional es una proteina
MMT con el mismo nivel de actividad de MMT, $25%, asi como aquella de la proteina MMT de cebada como se
establece en la SEQ ID NO:13, donde la actividad de MMT es determinada como se describe en el Ejemplo 2 o en el
Ejemplo 4 (véase mas adelante) de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315 (publicada como WO
2010/063288).

La planta de cebada que lleva una tercera mutacion que causa una pérdida total de actividad de MMT puede
comprender una forma de MMT truncada, no funcional, tal como una forma truncada N-terminal o C-terminal. Una
planta de cebada puede comprender més de una forma truncada de MMT, tal como 2, o por ejemplo 3, o tal como
més de 3 diferentes formas truncadas de MMT, la cual puede resultar a partir de transcriptos con splicing en forma
aberrante. Dichas formas truncadas comprenden solamente un fragmento N-terminal de MMT. En adicion al
fragmento N-terminal de MMT tipo salvaje, dichas formas truncadas de MMT pueden comprender secuencias C-
terminal adicionales no encontradas en MMT de tipo salvaje. Dichas secuencias C- terminal adicionales, pueden por
ejemplo, ser secuencias intron traducidas, tal como aquellas comprendidas en el ARNm mutante debido a splicing
aberrante. Preferentemente, dichas formas de MMT comprenden como méximo los 500, més preferentemente como
méximo los 450, ain mas preferentemente como méaximo los 400, ain mas preferentemente como méximo los 350,
aln mas preferentemente como maximo los 320, aun mas preferentemente como maximo 311, o como maximo 288
residuos aminoacidos N- terminal de la SEQ ID NO:6 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315
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(publicada como WO 2010/063288). Este es en particular el caso cuando dicha planta de cebada tiene una pérdida
total de actividad de MMT. Sin embargo, la MMT puede también comprender menos, tal como no mas de 300, por
ejemplo no mas de 250, tal como no mas de 200, por ejemplo como maximo los 150, por ejemplo no mas de 147, o
no mas de 133 aminoacidos N-terminal de la SEQ ID NO:6 de la solicitud internacional de patente
PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288).

En una realizacién muy preferida, la forma truncada de MMT puede consistir de los aminoacidos 1-311 o
aminoacidos 1-288 de la SEQ ID NO:6 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315 (publicada como
WO 2010/063288) y opcionalmente secuencias C-terminal adicionales no presentes en MMT de tipo salvaje.
Preferentemente, dichas secuencias C-terminal consisten en como maximo 50, mas preferentemente como maximo
30, aln mas preferentemente como maximo 10, alin mas preferentemente como maximo 4, o como maximo 1
aminoacido. En una realizacion muy preferida, la forma truncada de MMT puede ser la proteina de acuerdo con la
SEQ ID NO:18 (correspondiente a la SEQ ID NO:11 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315
(publicada como WO 2010/063288), o la SEQ ID NO:19 (correspondiente a la SEQ ID NO:13 de la solicitud
internacional de patente PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288), o la SEQ ID NO:20
(correspondiente a la SEQ ID NO:15 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315 (publicada como
WO 2010/063288)). Ninguna de las proteinas de SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19 o SEQ ID NO: 20 (correspondientes
respectivamente a SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:13 y SEQ ID NO:15 de la solicitud internacional de patente
PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288) representan enzimas MMT funcionales.

En otra realizacién muy preferida, la forma de MMT truncada puede consistir de los aminoacidos 1-147, o de los
amino&cidos 1-133, de la SEQ ID NO:18 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315 (publicada
como WO 2010/063288), y opcionalmente secuencias C-terminal adicionales no presentes en MMT de tipo salvaje.
Preferentemente, dichas secuencias C-terminal adicionales consisten en como méaximo 50, méas preferentemente
como maximo 40, ain més preferentemente como maximo 39, o como maximo 33, 0 como maximo 30 amino&cidos.
En una realizacion muy preferida, la forma de MMT truncada puede ser una proteina de acuerdo con la SEQ ID
NO:22, o la SEQ ID NO:24, o la SEQ ID NO:26 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315
(publicada como WO 2010/063288), respectivamente. Ninguna de las proteinas de SEQ ID NO:22, o SEQ ID NO:24,
0 SEQ ID NO:26 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288),
respectivamente, son enzimas de MMT funcional.

Las formas truncadas de MMT pueden, por ejemplo estar presentes en plantas de cebada que llevan una mutacion
en el gen de MMT, donde dicha mutacion introduce un codén de terminacién prematuro dando por resultado un gen
gue codifica las formas anteriormente mencionadas de MMT.

En una realizacion preferida, la planta de cebada comprende un gen de MMT que es transcripto en ARNm, el cual
comprende algunos, pero no todos los genes de MMT de tipo salvaje con splicing juntos sin intervencion (la
estructura intrén-exén del gen de MMT de cebada de tipo salvaje es mostrada en la FIG. 9 de la solicitud
internacional de patente PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288)). En una realizacion es en
consecuencia preferido que el ARNm de MMT de la planta de cebada de acuerdo con la invencién comprenda como
méaximo exones 1, 2, 3, 4, y 5 con splicing juntos sin intervencion, o por ejemplo como maximo los exones 1y 2 con
splicing juntos sin intervencion. En adicion a dichos exones con splicing juntos, los ARNms de MMT de la planta de
cebada de acuerdo con la invencién pueden comprender secuencias adicionales 3' terminal derivadas de intrones
y/o exones, donde los intrones separan secuencias de exones. Ejemplos preferidos de ARNms aberrantes de MMT
de plantas de cebada de acuerdo con la invenciéon -determinado mediante RT-PCR y en consecuencia con
longitudes de fragmentos en bp- se ilustran en la FIG. 12 y la FIG. 16 de la solicitud internacional de patente
PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288). Mas preferentemente, los ARNms aberrantes de plantas
de cebada de acuerdo con la invencion son aquellos ilustrados en la FIG. 12 de la solicitud internacional de patente
PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288), comprendiendo ademas los exones 1 y 2 en el extremo
5, 0 los ARNms ilustrados en la FIG. 16 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315 (publicada
como WO 2010/063288), comprendiendo ademas el exén 1 en el extremo 5'.

En una realizacion muy preferida, la planta de cebada que lleva una tercera mutacién en el gen para MMT que
causa una pérdida total de MMT funcional comprende una mutacién en un sitio de splicing dentro del gen MMT, que
produce ARNm con splicing en forma aberrante. Mas preferentemente, dicha mutacion esta posicionada en un intrén
del gen MMT, alin més preferentemente en el sitio de splicing 5’ de un intrén, tal como en el sitio de splicing 5 del
intron 1 (el intrén que separa los exones 1y 2), tal como en el sitio de splicing 5" del intrén 2 (el intrén que separa los
exones 2 y 3), tal como en el sitio de splicing 5 del intron 3 (el intrén que separa los exones 3 y 4), tal como en el
sitio de splicing 5’ del intrdn 4 (el intron que separa los exones 4 y 5), tal como en el sitio de splicing 5’ del intron 5 (el
intrén que separa los exones 5y 6), tal como en el sitio de splicing 5’ del intrén 6 (el intrén que separa los exones 6 y
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7), lo mas preferentemente en el sitio de splicing 5" del intrén 2 o del intrén 5.

Se prefiere que dicha mutacion sea una mutacion G—A de la base 5 terminal de los intrones mencionados
precedentemente. Asi, una mutacion muy preferida es una mutacion G—A de la base 5 terminal del intrén 2, o una
mutacion G—A de la base mas 5' del intrén 5.

La planta de cebada de acuerdo con la invencién puede ser preparada mediante cualquier procedimiento adecuado
conocido para la persona experta en el arte, preferentemente mediante el procedimiento descrito en la presente
memoria descriptiva a continuacién en la seccién "Preparacion de cebada doble LOX nula-MMT nula".

Preparaciéon de cebada doble LOX nula-MMT nula

La planta de cebada de acuerdo con la invencion puede ser preparada mediante cualquier procedimiento adecuado
conocido para la persona experta en el arte. Preferentemente, la planta de cebada de la invencion es preparada
mediante un procedimiento que comprende las etapas de mutagenia de plantas de cebada o partes de las mismas,
por ejemplo granos de cebada, seguido por el analisis y seleccién de plantas de cebada caracterizadas por una
pérdida total de LOX-1 funcional, pérdida total de LOX-2 funcional y/o pérdida total de MMT funcional.

Las plantas de cebada de acuerdo con la invencion comprenden al menos 3 mutaciones. De manera concordante,
las plantas pueden ser preparadas preparando plantas de cebada separadas que comprenden solo una de las
mutaciones y a continuacion cruzando dichas plantas de cebada para obtener una planta de cebada con las 3
mutaciones -o introduciendo sucesivamente las mutaciones dentro de una planta de cebada o mediante
combinacion de estos procedimientos.

En consecuencia, la planta de cebada de acuerdo con la invencion puede ser preparada mediante mutagenia de una
planta de cebada o partes de las mismas, por ejemplo granos de cebada, seguido por el analisis y seleccion de
plantas de cebada caracterizadas por una pérdida total de LOX-1 funcional, y mutagenia de otra planta de cebada o
partes de la misma, por ejemplo granos de cebada, seguido por el andlisis y seleccion de plantas de cebada
caracterizadas por una pérdida total de LOX-2 funcional y mutagenia de aun otra planta de cebada o partes de las
mismas, por ejemplo granos de cebada, seguido por el analisis y seleccion de plantas de cebada caracterizadas por
una pérdida total de MMT funcional. Las plantas de cebada seleccionadas pueden finalmente ser cruzadas en varias
rondas para obtener plantas de cebada que llevan las tres mutaciones.

Alternativamente, la planta de cebada de la presente invencion puede ser preparada mediante mutagenia de plantas
de cebada o partes de las mismas, por ejemplo granos de cebada, seguido por el andlisis y seleccion de plantas de
cebada caracterizadas por una pérdida total de XX funcional. Dichas plantas de cebada seleccionadas pueden
opcionalmente ser propagadas y después estas plantas de cebada -o partes de las mismas, por ejemplo granos de
cebada- pueden ser sometidas a mutagenia, seguido por el andlisis y seleccion de plantas de cebada caracterizadas
por una pérdida total de YY funcional. Dichas plantas de cebada seleccionadas, o partes de las mismas, pueden
opcionalmente ser propagadas y después:

() estas plantas de cebada -o partes de las mismas, por ejemplo granos de cebada- pueden ser sometidas a
mutagenia, seguido por el analisis y seleccion de plantas de cebada caracterizadas por una pérdida total de zZZ
funcional; o

(ii) estas plantas de cebada pueden ser cruzadas con una planta de cebada caracterizadas por pérdida total de ZZ
funcional.

En los cruzamientos mencionados precedentemente, XX, YY y ZZ cada una indica alguna de LOX-1, LOX-2 0 MMT,
donde XX es diferente de YY, que es diferente de ZZ.

En una realizacion preferida, la planta de cebada puede ser preparada mediante un procedimiento que implica la
mutagenia de plantas de cebada, o partes de las mismas, por ejemplo granos de cebada, donde dichas plantas de
cebada ya llevan una mutacién que causa una pérdida total de enzima LOX-1 funcional seguido por el analisis y
seleccion de plantas de cebada que llevan adicionalmente una mutacion que causa una pérdida total de LOX-2
funcional (es decir LOX-1 nula-LOX-2 nula, o plantas doble-LOX nula). Este procedimiento implica adicionalmente la
mutagenia de otras plantas de cebada, o partes de las mismas y el andlisis y seleccién de plantas de cebada con
pérdida total de MMT funcional y finalmente el cruce de estas plantas de cebada con las plantas de cebada LOX-1
nula-LOX-2 nula.

Las plantas de cebada LOX-1 nula adecuadas estan, por ejemplo, descritas en la solicitud de patente internacional
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WO 2005/087934.

Se prefiere que el procedimiento de analisis utilice embriones germinados como material de partida para la
identificacion de las plantas de cebada caracterizadas por una pérdida total de LOX-2 funcional. De manera
interesante, se ha hallado que es menos preferible el uso de embriones maduros como material de partida para el
andlisis de actividad LOX-2, con base en el analisis de una cantidad de 21.000 embriones maduros, que no
revelaron un solo mutante de cebada LOX-2 nula.

Es un objeto de la presente descripcion proporcionar procedimientos de preparacion de una planta de cebada doble-
LOX nula-MMT-nula que comprenden las etapas de: (i) preparar una planta de cebada doble-LOX nula; y (ii)
preparar una planta de cebada MMT-nula; (iii) cruzar dicha planta de cebada doble-LOX nula y dicha planta de
cebada MMT-nula; (iv) seleccionar plantas de cebada doble-LOX nula-MMT nula.

La preparacion de dichas plantas de cebada doble-LOX nula puede ser realizada preferentemente mediante un
procedimiento que comprende las etapas de:

(i) proporcionar una planta de cebada, o partes de la misma, con una pérdida total de funcién de actividad LOX-1, tal
como pérdida total de enzima LOX-1 funcional; y

(i) someter a mutagenia dicha planta de cebada, y/o células de cebada, y/o tejido de cebada, y/o granos de cebada,
y/o embriones de cebada de dicha planta de cebada, obteniendo de este modo cebada generacién MO; y

(iii) mejorar dichas plantas mutagenizadas de cebada, granos, y/o embriones durante al menos 2 generaciones,
obteniendo de este modo Mx generaciones de plantas de cebada, donde x es un entero 22; y

(iv) obtener embriones a partir de dichas Mx plantas de cebada; y

(v) germinar dichos embriones, y

(vi) determinar las actividades de LOX-1 y LOX-2 en dichos embriones germinados, o partes de los mismos; y

(vii) seleccionar plantas con una pérdida total de actividad de LOX-1 y de actividad de LOX-2 en los embriones
germinados, y

(viii) analizar en cuanto a una mutacion en el gen de LOX-1y en el gen de LOX-2;y

(ix) seleccionar plantas portadoras de una mutacion en el gen de LOX-1y en el gen de LOX-2, es decir plantas con
doble-LOX nula;

obteniendo de este modo una planta de cebada portando mutaciones en los genes para LOX-1 y LOX-2, que causa
una pérdida total de LOX-1 funcional y LOX-2 funcional.

Preparar dichas plantas de cebada con MMT nula puede preferentemente ser llevado a cabo utilizando un
procedimiento que comprende 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, obteniendo de este modo cebada generacion MO; y

(i) propagar, por ejemplo mediante mejoramiento, dichas plantas de cebada, granos, y/o embriones mutagenizados
durante 22 generaciones, obteniendo de este modo plantas de cebada de Mx generaciones, donde x es un entero 22;
y

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

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

(v) seleccionar las plantas donde la muestra comprende menos de 10 ppb de SMM, preferentemente menos de 5
ppb de SMM, més preferentemente SMM no detectable; y

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

(vii) seleccionar plantas portadoras de una mutacién en el gen de MMT.

La planta de cebada anteriormente mencionada con una pérdida total de actividad de LOX-1 puede, por ejemplo, ser
cualesquiera de las plantas de cebada con una pérdida total de actividad de LOX-1 descrita en WO 2005/087934,
preferentemente la mutante D112, o las plantas progenie de ellas.

Las etapas de mutagenia en los procedimientos anteriormente mencionados pueden implicar material vivo
mutagenizado seleccionado de entre el grupo que consiste en plantas de cebada, células de cebada, tejido de
cebada, granos de cebada, y embriones de cebada -preferentemente seleccionado de entre el grupo que consiste
en plantas de cebada, granos de cebada, y embriones de cebada, mas preferentemente granos de cebada.

La mutagenia puede ser llevada a cabo mediante cualquier procedimiento adecuado. En una realizacion, la
mutagenia es llevada a cabo incubando una planta de cebada, o una parte de la misma -por ejemplo granos de
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cebada o células individuales a partir de cebada- con un agente de mutagenia. Dicho agente es conocido para la
persona experta en el arte, incluyendo, por ejemplo, pero no limitado a, azida de sodio (NaN,), metansulfonato de
etilo (EMS), azidoglicerol (AG, 3-azido-1,2-propano-diol), metil nitrosourea (MNU), y hidrazida del acido maleico
(MH).

En otra realizacion, la mutagenia es llevada a cabo mediante irradiacion, por ejemplo con UV, de una planta de
cebada o una parte de la misma, tal como el grano. En realizaciones preferidas, la mutagenia es llevada a cabo de
acuerdo con cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva mas adelante en la
seccion “Mutagenia quimica". Un ejemplo no limitativo de un protocolo de mutagenia adecuado es dado en el
Ejemplo 2 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860).

Se prefiere que la mutagenia sea realizada de una manera tal que la frecuencia esperada de mutantes deseada sea
al menos 0,5, tal como en el rango de 0,5 a 5, por ejemplo en el rango de 0,9 a 2,3 por 10.000 granos, cuando se
examina cebada de la generacién M3. En una realizacion preferida, la mutagenia es llevada a cabo sobre granos de
cebada. Los granos aplicados al mutageno son designados como generacion MO (ver también la FIG. 8).

La actividad de LOX puede ser determinada en una muestra que consiste en embriones de cebada germinada,
preferentemente en un extracto liquido de un embrién de cebada germinada. Dicha muestra, tal como dicho extracto
puede ser preparada a partir de cualquier parte adecuada de dicho embrion germinando. En general, la muestra de
cebada debe ser homogeneizada utilizando cualquier procedimiento adecuado antes de la preparacion de un
extracto de dicha muestra y la determinacion de actividad de LOX-2. En particular, se prefiere que un extracto de
proteina sea preparado a partir de embrién germinando, o parte del mismo, y que la actividad de LOX sea
determinada utilizando dicho extracto. La homogeneizacion puede, por ejemplo, ser llevada a cabo utilizando fuerzas
mecanicas, por ejemplo mediante agitacion o batido, tal como agitacion en presencia de una perla, tal como una
perla de vidrio o de arena.

En una realizacion preferida, el embrion germinado es de generacion Mx, donde x es un entero 22; preferentemente
X es un entero en el rango de 2 a 10, méas preferentemente en el rango de 3 a 8. En una realizacion muy preferida, la
actividad de LOX es determinada en embriones germinados de generacién M3, o una muestra derivada de dichos
embriones. En esa realizacion, se prefiere que los granos mutagenizados de cebada de generacion MO sean
crecidos para obtener plantas de cebada, los cuales son cruzados para obtener granos de generacion M1. El
procedimiento es repetido hasta que se dispone de granos de generacion M3 (ver también la FIG. 8).

La determinacion de la actividad de LOX puede ser llevada a cabo utilizando cualquier ensayo adecuado,
preferentemente mediante uno de los procedimientos descritos de aqui en adelante. En particular, se prefiere que el
ensayo provea datos sobre la dioxigenacion de acido linoleico a 9-HPODE y 13-HPODE mediante LOX-1 y LOX-2.
En general, por lo tanto, ensayar implicara las etapas de:

(i) proporcionar un extracto proteico preparado a partir de un embrion de cebada germinado o parte del mismo; y
(i) proporcionar acido linoleico; y

(iii) incubar dicho extracto proteico con dicho &cido linoleico; y

(iv) detectar la dioxigenacién de &cido linoleico a 9-HPODE y 13-HPODE.

La etapa (iv) del procedimiento preferentemente comprende determinar el nivel de 9-HPODE y 13-HPODE en dichos
embriones germinantes, preferentemente en un extracto proteico preparado a partir de dichos embriones
germinantes. La etapa puede comprender una determinacion directa o indirecta de los niveles de 9-HPODE y 13-
HPODE. Puede ser determinado el nivel de todos los HPODES, en cuyo caso se prefiere que se lleven a cabo
mediciones especificas de 9-HPODE y 13-HPODE para confirmacion. Un procedimiento podria, por ejemplo, ser un
procedimiento donde los extractos proteicos a partir de los embriones germinantes sean incubados con acido
linoleico como sustrato para la formacion de 9-HPODE y 13-HPODE. Dichos HPODEs pueden después ser
detectados por distintos procedimientos. Un procedimiento implica la generacién de un compuesto detectable, tal
como un colorante. Por ejemplo el procedimiento puede ser el acoplamiento oxidativo del &acido 3-
dimetilaminobenzoico y 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona en presencia de hemoglobina catalizada por los
HPODEs formados para formar el colorante indamina, el cual puede ser medido a Agy utilizando un
espectrofotometro. Un ejemplo de tal procedimiento se describe en los Ejemplos 1 y 2 en la solicitud de patente
internacional PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860). Utilizando este ensayo, una lectura de
absorcién de menos de 0,2 unidades de A, es considerado como indicativo de la ausencia de LOX-1 y la ausencia
de actividades de LOX-2. Sin embargo, un procedimiento mas preciso para determinar actividades de LOX-1y LOX-
2 es incubar un extracto proteico de embriones germinantes con &cido linoleico, seguido de la determinacion de los
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contenidos de 9-HPODE y 13-HPODE. Los contenidos de 9-HPODE y 13-HPODE pueden, por ejemplo, ser
determinados utilizando analisis basado en HPLC.

La dioxigenaciéon de acido linoleico a 9-HPODE y 13-HPODESs puede ser medida directamente o indirectamente.
Cualquier procedimiento de deteccion adecuado puede ser utilizado en la presente invencién. En una realizacion,
son detectados los hidroperoxidos del acido linoleico. Los 9-HPODE y 13-HPODE pueden ser detectados
directamente, por ejemplo, mediante procedimientos cromatograficos, tales como HPLC como se describe en el
Ejemplo 4 en la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860), véase
mas adelante.

Ciertos aspectos del procedimiento para la extraccion de proteina a partir del embrion germinante para la
determinacion de la actividad de LOX son de gran importancia. Asi, se prefiere que la proteina sea extraida
utilizando un buffer acido, preferentemente un buffer con un pH en el rango de 2 a 6, mas preferentemente en el
rango de 3 a 5, ain mas preferentemente en el rango de 3,5 a 5, aln mas preferentemente en el rango de 4 a 5, atn
mas preferentemente un pH de 4,5. El buffer utilizado para la extraccion esta preferentemente basado en un acido
organico, mas preferentemente un buffer de acido lactico. Lo mas preferentemente, el extracto de proteina es
preparado utilizando un buffer de &cido lactico 100 mM, pH 4,5.

Ciertos procedimientos para la deteccion de plantas con LOX-1 nula y LOX-2 nula que implican hacer reaccionar 9-
HPODE y 13- HPODE con un colorante, por ejemplo 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona. Preferentemente, dicho
colorante, por ejemplo 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona, es agregado al extracto proteico después de la adicion
de acido linoleico. Preferentemente, el colorante es agregado al menos 1 min, mas preferentemente al menos 5 min,
aun mas preferentemente al menos 10 min, tal como en el rango de 1 a 60 min, por ejemplo en el rango de 5 a 30
min, tal como en el rango de 10 a 20 min después de poner en contacto el extracto proteico con el &cido linoleico.

Los procedimientos preferidos para seleccionar plantas de cebada de acuerdo con la invencion son detallados en el
Ejemplo 2 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860).

El proceso de seleccion puede ser ajustado para procedimientos de ensayo basados en placas de microtitulo, u
otros formatos de ensayo de alto rendimiento, repetitivos, conocidos para permitir rapido analisis de muchas
muestras. Se prefiere que sean analizadas en cuanto a actividades LOX-1 y LOX-2 al menos 5000, tal como al
menos 7500, por ejemplo al menos 10.000, tal como al menos 15.000, por ejemplo al menos 20.000, tal como al
menos 25.000 plantas de cebada mutagenizadas.

La determinacion de una mutaciéon en el gen que codifica LOX-1 puede ser llevada a cabo mediante varios
procedimientos diferentes. Por ejemplo, el gen LOX-1 puede ser secuenciado completamente o parcialmente, y la
secuencia comparada con la SEQ ID NO:1 de la WO 2005/087934 o con la SEQ ID NO:5 de la WO 2005/087934. Si
se busca alguna mutacién especifica, puede aplicarse el andlisis SNP. La persona experta en el arte sera capaz de
disefiar cebadores Utiles para la detecciéon de una mutacion especifica dada, tal como una que conduce a un codén
de terminacion prematuro en la secuencia codificadora para LOX-1 (por ej. cualquiera de los codones terminacion
prematuro descritos precedentemente en la presente memoria descriptiva). Un ejemplo de como llevar a cabo un
andlisis SNP esta descrita en el Ejemplo 10 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050355 (publicada
como WO 2010/075860), con cebadores que son Utiles para detectar una mutacién G—A en nucledtidos en posicién
3474 del gen LOX-1.

La determinacion de una mutacion en el gen que codifica LOX-2 puede ser llevada a cabo mediante varios
procedimientos diferentes. Por ejemplo, el gen LOX-2 puede ser secuenciado completamente o parcialmente, y la
secuencia comparada con la SEQ ID NO:1 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050355 (publicada
como WO 2010/075860). Si se busca una mutacion especifica, puede utilizarse el analisis SNP. La persona experta
serd capaz de disefiar cebadores utiles para la deteccion de una mutacion especifica dada, tal como una que
conduce a un coddn de terminacion prematuro en secuencia que codifica LOX-2 (por ej. cualquiera de los codones
terminacion prematuro descritos precedentemente en la presente memoria descriptiva). Un ejemplo de como llevar a
cabo un analisis SNP esta descrito en el Ejemplo 10 en la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050355
(publicada como WO 2010/075860), como son los cebadores Utiles para detectar una mutacion G—A en la posicion
del nucledtido 2689 del gen para LOX-2.

Las etapas (viii) y (ix) del procedimiento de preparacién de una planta de cebada doble LOX-nula, como se detalla
precedentemente en esta seccion, pueden ser llevadas cabo antes de las etapas (vi) y (vii), en cuyo caso el
procedimiento comprendera las etapas (i), (i), (iii), (iv), (v), (viii), (ix), (vi), y (vii) en ese orden. En particular, este
podria ser el caso cuando se busca una mutacion especifica, por ejemplo en plantas de progenie de plantas de
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cebada ya identificadas como doble LOX-nula.

Preferentemente, la selecciéon de plantas de cebada con pérdida total de MMT funcional comprende obtener una
muestra a partir de una planta de cebada mutagenizada, preferentemente a partir de una planta de cebada
mutagenizada germinante, ain mas preferentemente a partir de una planta de cebada mutagenizada, que ha
germinado durante 4 dias. Se prefiere que la muestra sea de un coleoptilo y/o una hoja primaria, preferentemente a
partir de una hoja. Asi, la muestra puede, por ejemplo, estar en el rango de 1 cm a 3 cm de tejido de hoja.

La muestra puede ser extraida y analizada siguiendo un protocolo multi-etapa novedosamente desarrollado, como
se describe en la presente memoria descriptiva, que implica el uso sucesivo de diferentes solventes y materiales de
unién. En general, la muestra puede ser extraida, por ejemplo con un solvente o una mezcla de solventes,
preferentemente agua y/o solventes organicos. El solvente organico puede, por ejemplo, ser un alcohol,
preferentemente metanol —o el solvente organico puede por ejemplo ser un haluro de alquilo, preferentemente
cloroformo. En una realizacion preferida, el solvente es una mezcla de agua, metanol y cloroformo. Dicha extraccion
puede ventajosamente ser llevada a cabo mientras se mezcla, por ejemplo, utilizando un agitador o un mezclador.
Puede agregarse un soporte sélido a la mezcla solvente/muestra —por ejemplo una cuenta, tal como una cuenta de
vidrio.

En una realizacion preferida, la muestra de hoja precedentemente mencionada para determinacion de actividad de
MMT es tomada de granos generacion Mx, donde x es un entero 22, preferentemente en el rango de 2 a 10, mas
preferentemente en el rango de 3 a 8. En una realizacion muy preferida, el nivel de SMM es determinado en plantas
germinadas M3, o en muestras de las mismas (tal como hojas). En dicha realizacion, se prefiere que granos de
cebada mutagenizada de generacion MO sean hechos crecer para obtener plantas de cebada, que posteriormente
son cruzadas para obtener granos de generacion M1. El procedimiento es repetido hasta que estan disponibles
granos de generacion M3 (ver FIG. 8).

La determinacion del nivel SMM est4 preferentemente basada en el novedoso procedimiento descrito mas adelante.
De manera interesante, este procedimiento permite analisis de alto rendimiento, permitiendo identificar plantas de
cebada caracterizadas por una pérdida total de MMT funcional.

En términos generales, el procedimiento preferentemente implica hacer reaccionar la muestra, o preferentemente un
extracto de dicha muestra, preparada como se describe precedentemente, con un compuesto capaz de unirse a
SMM. Se hallé que el reactivo OPA (Sigma, no. cat. P7914; ver FIG. 2 de la solicitud internacional de patente
PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288)), de aqui en adelante referido como OPA, es
particularmente util para determinar niveles de SMM. OPA reacciona, entre otros, con SMM para formar la molécula
referida como SMM-OPA (ver FIG. 2 de la solicitud internacional de patente PCT/DK2009/050315 (publicada como
WO 2010/063288)). La reaccion preferentemente implica incubar OPA con un extracto de la muestra preparada
como se describe precedentemente. Ademas, se prefiere agregar acido 3-mercaptopropionico a la mezcla de
reaccion. La mezcla es preferentemente mantenida en un pH alcalino, preferentemente en el rango de pH 8 a pH 11,
mas preferentemente en el rango de pH 9 a pH 11, aun mas preferentemente en el rango de pH 9,5 a pH 10,5, tal
como a pH 10. La incubacion es preferentemente llevada a cabo a una temperatura en el rango de 0°C a 10°C,
preferentemente en el rango de 1°C a 8°C, aun més preferentemente en el rango de 2°C a 6°C, aun mas
preferentemente en el rango de 3°C a 5°C, tal como a 4°C. El tiempo de incubacién es preferentemente 210 min.

Con base en la observacion de que SMM-OPA absorbe y emite luz de 340 nm y 450 nm, respectivamente, su
deteccion fue posible utilizando espectroscopia de fluorescencia. El proceso inicial de deteccion implica
preferentemente la separacion del extracto sobre una columna, preferentemente en una columna de 30 x 2 mm
Gemini 3u C18 (Phenomenex, no. cat. 00A-4439-80; Phenomenex, 2006), seguido por deteccion de fluorescencia
utilizando un sistema de cromatografia liquida de alto rendimiento, preferentemente Cromatografia Liquida de Ultra
Performance (sistema UPLC, Waters), disefiado para identificar y medir el nivel de fluorescencia de moléculas que
tienen excitacion a 340 nm y emision a 450 nm. Cuando se utiliza este procedimiento, “SMM no detectable” significa
la ausencia de compuestos detectables que co-eluyen con SMM. En este contexto, un pequefio “hombro” en un pico
del cromatograma es considerado un pico de artefacto. Un pequefio hombro en el lado derecho del pico Asn/Ser, ver
FIG. 2, de manera concordante, no es considerado que represente un pico de SMM. Asi, a modo de ejemplo, se
considera que los dos cromatogramas superiores mostrados en la FIG. 2B ilustran “SMM no detectable”, mientras
que el cromatograma inferior en dicha figura representa la separacion de una muestra que comprende SMM.

La deteccion de SMM puede ser realizada preferentemente como se describe en el Ejemplo 2 o Ejemplo 4. Un
procedimiento preferido para seleccionar plantas de cebada de acuerdo con la invencién se describe mas adelante
en el Ejemplo 2. El tejido para andlisis es preferentemente tomado como muestra a partir de una planta de cebada
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germinante, aun mas preferentemente de una planta de cebada, que ha germinado durante 4 dias. Debe notarse
que el procedimiento de andlisis precedentemente mencionado es particularmente util. Antes que nada, el
procedimiento analitico es novedoso. Adicionalmente, es una ventaja significativa del procedimiento precedente que
es establecido para la determinacién de niveles de SMM en plantas de cebada germinante, tal como hojas de
plantas de cebada germinante. El tiempo de muestreo a partir de la cebada germinante hace una preparacion
inesperadamente limpia para la deteccion con base en UPLC de SMM. Otras muestra, por ejemplo, muestras de
mosto de granos similares como se describe precedentemente son demasiado complejas en composicion, y
generalmente no pueden ser utilizadas en el procedimiento de cromatografia mencionado para la determinacion de
niveles de SMM.

Posterior a la identificaciéon de una planta de cebada que tiene menos de 10 ppb de SMM, preferentemente SMM no
detectable, el correspondiente gen MMT, o parte del mismo, es tipicamente secuenciado para determinar si la planta
de cebada en cuestion puede ser clasificada como teniendo una mutacion en el gen MMT. Entonces se seleccionan
las plantas de cebada caracterizadas por tener SMM no detectable, y donde una o més bases del gen que codifica
MMT son diferentes cuando se compara con la secuencia de tipo salvaje. En este contexto, la secuencia de tipo
salvaje es preferentemente la secuencia hallada en el correspondiente cultivar de cebada tipo salvaje,
preferentemente la secuencia dada como SEQ ID NO:3 en la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050315
(publicada como WO 2010/063288). Las mutaciones preferidas se describen precedentemente en la presente
memoria descriptiva.

Las mutantes de cebada seleccionadas pueden ser adicionalmente propagadas, y plantas de las generaciones
posteriores ser re-analizadas en cuanto a contenido de SMM. Después de seleccion de las plantas de cebada utiles,
estas pueden ser incluidas en programas de mejoramiento que utilizan aquellos procedimientos convencionales que
se describen en la presente memoria descriptiva mas adelante, en la seccion "Mejoramiento de plantas”

Una vez que se ha identificado una planta de cebada doble LOX nula-MMT nula, que contiene una mutacién
particular en el gen LOX-1 y una mutacién particular en el gen LOX-2 y una mutacién particular en el gen MMT (tal
como cualquiera de las mutaciones mencionadas precedentemente), pueden generarse plantas de cebada
adicionales con mutaciones idénticas generadas mediante procedimientos de mejoramiento vegetal convencionales,
tales como aquellos bien conocidos para la persona experta en el arte. Por ejemplo, dicha planta de cebada doble-
LOX nula puede ser retrocruzada con orto cultivar de cebada.

Posteriormente a la seleccion de plantas de cebada utiles con pérdida total de LOX-1, LOX-2 y MMT funcionales,
pueden opcionalmente llevarse a cabo uno o méas andlisis adicionales. Por ejemplo, mutantes seleccionadas pueden
ser adicionalmente propagadas, y plantas de nuevas generaciones pueden ser ensayadas en cuanto a la pérdida
total de LOX-1, LOX-2 y MMT funcionales.

En una realizacion, se prefiere que la planta de cebada doble LOX nula-MMT nula de acuerdo con la presente
invencion tenga una fisiologia de crecimiento de la planta y desarrollo de grano similares a la de la cebada de tipo
salvaje. En consecuencia se prefiere que la planta de cebada doble- LOX-1-nula-MMT-nula sea similar a la cebada
de tipo salvaje (preferentemente al cv. Power o cv. Quench o cv. Rosalina) con respecto a la altura de la planta,
namero de vastagos por planta, comienzo de la floraciéon y/o nimeros de granos por espiga.

Ademas, se prefiere que la planta de cebada doble LOX nula-MMT nula de acuerdo con la presente invencién sea
similar a la cebada de tipo salvaje, en particular similar al cv. Power o cv Quench con respecto a la altura de la
planta, fecha de espigamiento, resistencia a enfermedades, encamado, rotura de espigas, tiempo de maduracion, y
rendimiento. En el presente contexto debe entenderse “similar’ como lo mismo +10% en caso de numeros. Estos
parametros pueden ser determinados como se describe en la presente memoria descriptiva en el Ejemplo 5.

En una realizacion muy preferida, la planta de cebada es preparada cruzando la cebada Linea A689 (ATCC
Designacion Depdsito Patente: PTA-9640), con la cebada Linea 8063 (ATCC Designacion Depdsito Patente: PTA-
9543) y opcionalmente seguido por mejoramiento vegetal adicional.

Se depositaron semillas de cebada Linea A689 el 4 de diciembre de 2008 bajo el nombre “Barley, Hordeum vulgare
L.; Line A689” en la American Type Culture Collection (ATCC), Patent Depository, 10801 University Blvd., Manassas,
VA 20110, EE.UU. (nimero de depdsito PTA-9640).

Se depositaron semillas de cebada Linea 8063 el 13 de octubre de 2008 en la American Type Culture Collection
(ATCC), Patent Depository, 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110, EE.UU. y se denominaron “Barley,
Hordeum vulgare; Line 8063” (ATCC Designacion Depésito Patente: PTA-9543).
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Mutagenia quimica

Con el fin de generar plantas de cebada con doble LOX nula-MMT nula de acuerdo con la presente invencién, se
prepara un muy gran nimero de mutantes de cebada — tipicamente en mudltiples rondas — mediante cualquier
procedimiento de mutagenia adecuado, por ejemplo mediante el uso de mutagenia quimica de granos de cebada.
Este procedimiento es conocido porque introduce mutaciones al azar. La mutagenia de cebada puede ser llevada a
cabo utilizando cualquier agente quimico mutagenizante. Sin embargo, este es preferentemente llevado a cabo
tratando a los granos con NaN,, dejando que los granos que sobreviven germinen, seguido del analisis de las
plantas descendientes. La generacion de plantas que crecen a partir de los granos mutagenizados, referidos como
MO, contiene quimeras heterocigota para cualquier mutacion dada. Las plantas de la progenie recolectadas después
de la auto-polinizacion son referidas como la generacion M1, en la cual una dada mutacién se segrega dentro de los
correspondientes heterocigotas y homocigotas (ver FIG. 8).

El tratamiento de los granos con NaN, no es equivalente a tratar una Unica célula, porque los granos después del

tratamiento contendran algo de células no mutantes y una variedad de células que tienen mutaciones en el ADN.
Dado que las mutaciones en las lineas celulares que no conducen a la linea germinal seran perdidas, el objetivo es
dirigir el mutdgeno a las pocas células que se desarrollan como tejidos reproductivos que contribuyen al desarrollo
de la generacién M1.

Para evaluar la eficiencia de la mutacién global, las quimeras albinas y plantas albinas pueden ser contadas en las
generaciones MO y M1. Registrar el nimero de mutantes como una funcion de las plantas que sobreviven brinda un
estimado de la eficiencia de mutacién, mientras que registrar el nimero de mutantes como una funcién de las
semillas tratadas mide la combinacion de, tanto eficiencia de mutacién como muerte del grano.

Es sorprendente que las células tengan mecanismos de aseguramiento de la calidad virtualmente cada etapa de la
expresion de genes, posiblemente para moderar los efectos de mutaciones dafiinas. Un ejemplo bien estudiado en
eucariotas es la degradacion mediada sin sentido del ARNm, indicada como NMD, la cual evita la sintesis de
proteinas prematuramente truncadas, potencialmente perjudiciales (Maquat and Carmichael, 2001; Wu y col., 2007).
En la NMD, un codén de terminacion es identificado como prematuro por su posicion relativa a elementos des-
estabilizantes corriente abajo. Las mutaciones que generan codones de terminacion prematura (sin sentido) codones
(PTCs) a veces incrementan los niveles de transcriptos alternativamente cortados y con splicing que se escapan de
las mutaciones culpables, salvando asi potencialmente la funcién de la proteina (Mendell y Dietz, 2001).

Mejoramiento vegetal

En una realizacion, el objeto es proporcionar plantas de cebada Utiles agrondmicamente que comprenden el rasgo
doble-LOX nula-MMT-nula. El desarrollo de cultivos es a menudo un proceso prolongado y dificultoso que comienza
con la introduccion del nuevo rasgo. Desde una perspectiva de un mejorador vegetal, sin embargo, esta etapa casi
siempre produce una planta que tiene un perfil global menos deseable de rasgos agronémicos que las variedades
comerciales actuales.

Ademas del rasgo doble-LOX nula-MMT nula, existen factores adicionales que también pueden ser considerados en
el arte de generar una variedad comercial de cebada (til para malteado y/o elaboracion y/o como base para bebidas,
por ejemplo rendimiento y tamafio de grano, y otros parametros que se refieren al desempefio de malteado o
desempefio de elaboracién. Dado que muchos - si no todos - los rasgos relevantes han mostrado estar bajo control
genético, la presente descripcién también proporciona cultivares modernos, homocigotos, con elevado rendimiento
de malteado, los cuales pueden ser preparados a partir de cruzamientos con plantas de cebada con rasgo doble-
LOX nula-MMT nula que estan desveladas en la presente solicitud. EI mejorador de cebada experto sera capaz de
seleccionar y desarrollar plantas de cebada, las cuales - siguiendo los cruzamientos cebada con doble-LOX-nula
cebada con MMT-nula - resultarén en cultivares superiores. Alternativamente, el mejorador de cebada puede utilizar
plantas de la presente invencion para mutagenia adicional para generar nuevos cultivares derivados de cebada con
doble-LOX-nula-MMT-nula.

Un procedimiento para asegurar que el rasgo doble-LOX-nula-MMT-nula sea mantenido en las lineas de progenie
trata sobre el analisis SNP del gen de LOX-1, el gen de LOX-2 y el gen de MMT. Preferentemente, las actividades
de LOX-1, LOX-2 y MMT también son determinadas.

Las plantas de cebada de acuerdo con la presente invencion pueden ser introducidas en cualquier esquema de
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mejoramiento vegetal adecuado.

Otro objeto es proporcionar plantas de cebada de elite agronémica que comprenden el rasgo doble-LOX-nula-MMT-
nula. En consecuencia, esta descripcién también esta dirigida a procedimientos para producir una nueva planta de
cebada con doble-LOX-nula-MMT-nula mediante cruzamiento de una primera planta de cebada parental con una
segunda planta de cebada, donde la primera o segunda planta es una cebada con doble-LOX-nula-MMT-nula.
Adicionalmente, las plantas de cebada parentales primera y segunda pueden venir de una variedad de cebada con
doble-LOX-nula-MMT-nula. Por lo tanto, cualesquiera de dichos procedimientos que utilizan la variedad de cebada
con doble-LOX-nula-MMT-nula son parte de esta descripcién: autopolinizacién, retrocruzamiento, cruzamiento con
poblaciones, y similares. Todas las plantas producidas utilizando una variedad de cebada con doble-LOX-nula-MMT-
nula como parental estan dentro del alcance de esta invencion, incluyendo aquellas plantas desarrolladas a partir de
variedades derivadas a partir de una variedad de cebada con doble-LOX-nula-MMT-nula. La cebada con doble-LOX-
nula-MMT-nula puede también ser utilizada para transformacion genética en casos tales donde ADN exdgeno es
introducido y expresado en la planta o tejido vegetal con doble-LOX-nula-MMT-nula.

Los procedimientos de retrocruzamiento pueden ser utilizados con la presente invencién para introducir dentro de
otro cultivar el rasgo doble-LOX-nula-MMT-nula de una planta de cebada mutada, por ejemplo del cv. Scarlett, o cv.
Jersey, o cv. Quench, o cv. Rosalina, los cuales son cultivares de cebada, contemporaneos, de malteado de elevado
rendimiento. En un protocolo de retrocruzamiento estandar, la variedad original de interés, i.e. la planta parental
recurrente, es cruzada con una segunda variedad (planta parental no-recurrente), que lleva los genes LOX mutantes
de interés a ser transferidos. Las plantas de la progenie resultante con doble-LOX-nula a partir de este cruzamiento
son posteriormente cruzadas con la planta parental recurrente, siendo el proceso repetido hasta que una planta de
cebada es obtenida donde esencialmente todas las caracteristicas especificadas por el parental recurrente son
recuperadas en la planta generada - ademéas del rasgo doble-LOX-nula-MMT-nula de la planta parental no
recurrente. Finalmente, la dltima planta generada, retrocruzada es autopolinizada para rendir una planta de progenie
de mejoramiento vegetal con doble-LOX-nula-MMT-nula pura.

Una forma de acelerar el proceso de mejoramiento vegetal comprende la multiplicacién inicial de mutantes
generadas mediante aplicacion de cultivo de tejidos y técnicas de regeneracidn. Por lo tanto, otro aspecto de la
presente descripcion es proporcionar células, las cuales al crecer y diferenciarse producen plantas de cebada que
tienen el rasgo doble-LOX-nula-MMT-nula. Por ejemplo, el mejoramiento puede incluir cruzamientos tradicionales,
preparacion de plantas derivadas de anteras fértiles o utilizacion de cultivos de microesporas.

Productos de la ruta de LOX

En diversas realizaciones, la presente descripcion se refiere a plantas de cebada, y productos de las mismas, que
comprenden bajos niveles de T2N y de T2N potencial. Las enzimas LOX catalizan la dioxigenacion de &cidos grasos
polinsaturados con un sistema cis-1,cis-4 pentadieno. En cebada, los acidos grasos poliinsaturados de C,; acido
linoleico (18:2°%'?) y &acido a-linolénico (18:3*%*2*°) son los sustratos principales de LOX. La ruta de la lipooxigenasa
del metabolismo de &cido graso es iniciada mediante la adicion de oxigeno molecular en la posicién C-9
(mayormente catalizada por LOX-1) o en la posicién C-13 (mayormente catalizada por LOX-2) de la cadena de acilo,
rindiendo los correspondientes &cidos 9- y 13-HPODEs [9- y 13-hidroperoxi octadecatrienoicos (HPOTES) son
productos cuando el sustrato es acido a-linolénico, pero los HPOTEs no funcionan como precursores para T2N]. En
la rama de la hidroperoxido liasa de la ruta de LOX, tanto los 9- como los 13-HPODESs pueden ser escindidos a
oxoécidos y aldehidos de cadena corta (ver FIG. 1A). En particular, 9- HPODE puede ser escindido para formar cis-
nonenal que es convertido a T2N, mientras que 13-HPODE es el precursor de 2-E-hexenal. Por lo tanto, el 13-
HPODE, el producto principal de la dioxigenacion catalizada por LOX-2 de &cido linoleico no fue anticipada como un
componente corriente arriba en la ruta que conduce a la formacién del sabor rancio de T2N.

Es reconocido que la presente descripcidon abarca la produccion influyente de metabolitos corriente abajo de la
catalisis de LOX-1 y LOX-2, los cuales no son producidos como un producto directo de una reaccioén catalizada por
LOX-1 o LOX-2, sino como resultado de una serie posterior de reacciones. Estas incluyen isomerizaciones y
conversiones espontaneas, inducidas por factores, o catalizadas por enzimas. Por lo tanto, la produccion de estos
metabolitos corriente abajo podria ser influenciada mediante modulacion de la expresion de otros componentes de la
ruta, por ejemplo hidroperoxido liasa (HPL).

T2N y DMS y precursores de los mismos

La presente invencién se refiere a procedimientos para preparar bebidas con bajos niveles de uno o mas sabores
indeseables y precursores de los mismos. Preferentemente, dichos sabores indeseables son de T2N y DMS y dichos
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precursores de los mismos son el T2N potencial y DMSP, respectivamente.

Un objeto de la presente invencion es por lo tanto reducir o eliminar el T2N potencial. Por lo tanto, es un objeto de la
presente invencion reducir la formacién de precursores de T2N y aductos de aldehido. A pesar de que varias
reacciones quimicas relacionadas con el enranciamiento de la cerveza permanecen dificiles de elucidar, la
generacion de T2N libre a partir del T2N potencial es reconocida como una causa principal del desarrollo de sabor
rancio en productos de cerveza (Kuroda y col., supra). Por lo tanto, es un objeto de la presente invencion
proporcionar bebidas con bajo nivel de T2N potencial, asi como también bebidas con bajo nivel de precursores de
T2N.

La mayor parte del T2N potencial es transferido desde el mosto a la cerveza terminada, en la cual el T2N libre puede
ser liberado (Liégeois y col., 2002), siendo las condiciones de acidez y temperatura factores importantes en este
proceso. Con referencia a la presente invencién, el T2N potencial esta definido como se describe anteriormente en
la presente memoria descriptiva en las definiciones. Otros procedimientos para determinar el nivel del T2N potencial
también estan disponibles. Con el fin de evitar confusion, el significado de "T2N potencial" en el presente contexto es
tal como se describe en la presente memoria descriptiva anteriormente en las definiciones. Las sustancias quimicas
gue tienen la capacidad de liberar T2N o de ser convertidas en T2N son denominadas "precursores de T2N " en la
presente memoria descriptiva, y los precursores de T2N determinados o medidos mediante procedimientos
alternativos distintos del procedimiento para determinar el T2N potencial son referidos como "precursores de T2N".
Los precursores de T2N pueden en particular ser determinados mediante primer tratamiento de una muestra de
forma tal que esencialmente todas (preferentemente todas) sus sustancias quimicas, que tienen la capacidad de
liberar T2N o de ser convertidas en T2N, de hecho liberen T2N y/o se conviertan en T2N, respectivamente. De alli
en adelante, se determina el nivel de T2N.

Los granos de cebada de la presente invencion no comprenden actividades de LOX-1 y LOX-2 ademas de no tener
actividad de MMT. Interesantemente, dichos granos de cebada contienen muy poco T2N potencial.

Las cervezas producidas utilizando granos de cebada con doble-LOX-nula-MMT-nula poseeran por lo tanto no solo
un muy bajo nivel de T2N, sino también un muy bajo nivel de T2N potencial. Dentro del alcance de la presente
descripcién estan los granos de cebada con doble-LOX-nula-MMT-nula, los cuales rinden productos de cerveza que
contienen muy bajos niveles de T2N potencial, preferentemente menos de 60%, mas preferentemente menos de
50% del nivel del T2N potencial de un producto de cerveza similar producido en la misma forma a partir de cerveza
de tipo salvaje (preferentemente del cv. Power).

Asimismo, se prefiere que los productos vegetales derivados de granos de cebada con doble-LOX-nula-MMT-nula
posean un muy bajo nivel de precursores de T2N. Dentro del alcance de la presente invencion hay productos
vegetales preparados a partir de granos de cebada con doble-LOX-nula-MMT-nula, conteniendo dichos productos
vegetales menos de 60%, mas preferentemente menos de 50% de precursores de T2N de un producto vegetal
similar producido de la misma forma a partir de cebada tipo salvaje (preferentemente del cv. Power).

Es sorprendente que los valores de T2N medidos sean a menudo superiores en muestras de, y en productos a partir
de, una materia prima micro-malteada, que aquellos a partir de una materia prima producida en mayor escala, por
ejemplo, a partir de una muestra grande malteada a escala piloto de 30-kg. Sin embargo, los valores relativos,
experimentales de T2N entre experimentos a gran y a pequefia escala son en general similares.

Similarmente, es sorprendente que los T2N potenciales y los precursores de T2N medidos, a menudo sean
superiores en muestras de, y en productos a partir de, una materia prima micro-malteada, que aquellos a partir de
una materia prima producida en mayor escala, por ejemplo a partir de una muestra grande malteada a escala piloto
de 30-kg. Sin embargo, los valores relativos, experimentales de T2N potenciales entre experimentos a gran y a
pequefia escala son en general similares.

Es también un objeto de la presente invencién reducir o eliminar el DMS y el DMSP, donde el DMSP es
preferentemente SMM.

La cantidad de SMM y de DMS en un producto vegetal puede ser determinada mediante cualquier procedimiento
adecuado. El SMM puede ser determinado como se describe en la presente memoria descriptiva anteriormente en la
seccion "Preparacion de plantas de cebada con doble-LOX-nula-MMT-nula", donde se describe la determinacion de
niveles de SMM en una muestra de cebada. Por lo tanto, el SMM puede ser determinado mediante acoplamiento del
mismo a un compuesto, tal como OPA, y determinando fluorescencia, por ejemplo, utilizando un sistema UPLC.
Para una medicién cuantitativa, se puede determinar el area del cromatograma que corresponde a un pico de SMM.
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Para una medida mas precisa, las cantidades de DMS y DMSP (tal como SMM), el Gltimo compuesto medido como
DMS después de la activacion, son preferentemente determinadas utilizando cromatografia gaseosa por capilaridad
de alta resolucion. El DMS total en muestras de mosto o cerveza esta definido en la presente memoria descriptiva
como la suma cuantitativa de DMS libre y sus formas precursoras, denominadas DMSP. Utilizando esta definicion, la
cantidad de DMSP en una muestra de mosto o cerveza puede ser determinada como la diferencia entre el DMS total
(medido en la muestra hervida, preferentemente en una muestra hervida en condiciones alcalinas durante 1 h), y
DMS libre (medido en una muestra no hervida). El ejemplo 4 detalla modos preferibles para medir los niveles de
DMS total y libre.

La cantidad de DMSP y también de SMM en la presente memoria descriptiva esta dada como la concentracion de
DMS que puede ser liberado a partir de dicho DMSP o dicho SMM hirviendo en condiciones alcalinas durante 1 h.

EJEMPLOS
Los ejemplos de la presente ilustran la invencion y no deberan ser considerados como limitantes para la invencion.

A menos que sea indicado de otro modo, las técnicas bioldgicas moleculares basicas fueron llevadas a cabo para
manipular &cidos nucleicos y bacterias tal como se describe en Sambrook y Russel (2001).

Ejemplo 1
Relevamiento de la baja actividad de LOX-2 en embriones de cebada germinantes

Material de relevamiento mejorado. Los granos recolectados a partir de plantas de cebada de la linea con LOX-1-
nula Ca211901 -generada mediante los cruzamientos (mutante D112 con LOX-1-nula x Jersey) x Sebastian -fueron
incubados con el mutageno NaN, de acuerdo con los detalles provistos por Kleinhofs y col. (1978). La mutante de
cebada D112 con LOX-1-nula esti descrita en WO 2005/087934 y depositada en la American Type Culture
Collection (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110, USA el 11 de Septiembre de 2003, bajo el
nuamero PTA-5487.

El procedimiento fue elegido dado que es conocido que induce mutaciones en el ADN gendémico de la cebada,
confiriendo finalmente sustituciones o truncaciones de residuos de aminoécidos en proteinas codificadas por el ADN
mutagenizado. En los experimentos de mutagenia de la presente solicitud, se eligié propagar granos mutados de
generacién M1 en parcelas de campo a través de dos generaciones posteriors, rindiendo eventualmente una
elevada proporcién de plantas homocigotas para fines de relevamiento (ver FIG. 8). Mientras que los granos de la
generacién M2 no fueron relevados, principalmente porque se esperaba que éstos contuvieran una relativamente
elevada proporcion de mutaciones puntuales heterocigotas, los granos mutantes de la generacion M3 fueron
utilizados como material para relevamiento, esperando 0,9-2,3 mutaciones cada 10000 granos (Kleinhofs y col.,
supra).

Sorprendentemente, los inventores de la presente encontraron que el analisis de los embriones germinantes proveia
resultados de ensayo muy mejorados en comparacion con los analisis de extractos de embriones maduros (tal como
se describe en el Ejemplo 1 de la solicitud internacional PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860)).
Un procedimiento de relevamiento de elevado rendimiento fue por lo tanto establecido para medir la actividad de
LOX-2 en los embriones germinantes, incluyendo su tejido de escutelo.

Se aislaron dos embriones a partir de granos maduros de 35125 espigas de cebada (20977 lineas de generacion M4
de la mutante D112 con LOX-1-nula, y 14148 lineas de generacién M3 de la linea Ca211901 con LOX-1-nula), y se
transfirieron a placas para almacenamiento de 96 pocillos (ABgene). La germinacién de los embriones fue iniciada
siguiendo a la adicion de 20 pl de agua a cada pocillo, el cual fue cubierto con un papel tissue Kimnett himedo y una
tapa plastica. Las placas fueron incubadas en bolsas de plastico a 20°C durante 48 h. Después de la incubacion, se
extrajo la enzima LOX-2; se agregd primero a cada pocillo una perla de vidrio de 5 mm y 200 ul de buffer para
extraccion (solucion de acido lactico 100 mM, pH 4,5), seguido de molienda durante 35 seg a una frecuencia de 27
seg'l en un molino de laboratorio MM 300 (Retsch). Posteriormente, la placa fue centrifugada a 4000 rpm durante 10
min a 4°C en una centrifuga Allegra 6R (Beckman-Coulter), para precipitar el material insoluble. La actividad de
LOX-2 fue determinada basicamente como se describe para el andlisis de la actividad de LOX-2 de extractos de
embriones maduros (ver Ejemplo 1 en la solicitud internacional PCT/DK2009/050355 (publicada como WO
2010/075860)), difiriendo solamente en el uso de solamente 30 ul de extracto por ensayo, en lugar de 40 pl.
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Identificacion de mutantes potenciales. Como se describe anteriormente, dos granos de cada una de las 35125
lineas de cebada mencionadas anteriormente, fueron analizadas en cuanto a actividad de LOX-2, con el objeto de
identificar granos altamente reducidos en dicha actividad cuando son comparados con los granos con LOX-1-nula y
de tipo salvaje. Se identificaron un total de 7 mutantes potenciales de partida en la generacion M3 de la linea
Ca211901. Estas fueron adicionalmente propagadas en el invernadero, cosechadas, y después relevadas
nuevamente en busca del rasgo relacionado con muy baja actividad de LOX. Finalmente, solamente una mutante de
la linea Ca211901, denominada mutante A689, demostr6 no exhibir esencialmente actividad de LOX-2. Mediciones
detalladas de la actividad total de LOX fueron llevadas a cabo con extractos de embriones germinados en los cuales
la actividad de LOX era conferida casi exclusivamente por LOX-2 (Schmitt y van Mechelen, 1997). Para embriones
germinados de granos M3 de la mutante A689, la actividad total de LOX - tal como se determina mediante el ensayo
colorimétrico de LOX - fue de 0,163 + 5,5% U Agy/embrién germinado, mientras que para la variedad madre
Ca211901 con LOX-1-nula fue de 1,224 + 3,8% U A.,./embrion germinado (el valor correspondiente para la mutante
de partida D112 con LOX-1-nula fue de 1,215 + 6,0% U Agy; /embrion germinado). Las semillas de la linea de
cebada A689 han sido depositadas el 4 de Diciembre de 2008 con el nombre "Barley, Hordeum vulgare L.; Linea
A689" en la American Type Culture Collection (ATCC), Depositario para Patentes, 10801 University Blvd.,
Manassas, VA 20110, United States (nimero de deposito PTA-9640).

Se describe un andlisis para HPODE en la mutante A689 en el Ejemplo 4 de la solicitud de patente internacional
PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860), véase mas adelante.

Las propiedades de la mutante A689 estdn descritas en el Ejemplo 5 de la solicitud de patente internacional
PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860).

La secuenciacion del gen para LOX-2 en la mutante de cebada A689 se describe en el Ejemplo 10 de la solicitud de
patente internacional PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860) y la Tabla 7 de la misma resume las
mutaciones en los genes de LOX-1 y LOX-2 de la mutante A689.

Un procedimiento para detectar la mutante A689 con doble-LOX-nula se describe en el Ejemplo 11 de la solicitud de
patente internacional PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860). EI procedimiento es un
procedimiento basado en SNP para detectar la mutacion en LOX-1 y la mutacién en LOX- 2.

Ejemplo 2
Relevamiento para mutantes de cebada con MMT-nula

Los granos recolectados a partir de plantas de cebada del cv. Prestige y cv. Sebastian fueron incubados
separadamente con el mutageno NaN,, siguiendo los detalles experimentales provistos por Kleinhofs y col. (1978).
Este procedimiento fue elegido debido a su conocido potencial para inducir mutaciones puntuales en el ADN
gendmico de la cebada.

En los experimentos, los granos mutados de la generacién M1 fueron propagados en parcelas de campo a través de
dos generaciones posteriors, rindiendo finalmente una elevada proporcion de plantas homocigotas de generacion
M3 para fines de relevamiento. Se esperaba que los granos mutados de la generacién M3 contuvieran mutaciones
de gen con una frecuencia de 0,9-2,3 cada 10000 granos (Kleinhofs y col., supra). Es sorprendente que los granos
M2 no fueron relevados.

Interesantemente, la presente descripcion describe un procedimiento de relevamiento rapido de elevado rendimiento
para la deteccion de granos de cebada mutantes M3 que carezcan de actividad de MMT, proveyendo falta de
sintesis de SMM detectable durante el malteado. Asi, los inventores encontraron que el SMM se acumulaba
principalmente en el coledptido y la hoja primaria de la cebada germinante, y que la deteccién de SMM puede ser
llevada a cabo mediante extraccién de aminoacidos a partir de tejido foliar aplastado de granos germinados de 4
dias de edad, seguido de reaccion de los aminoacidos extraidos con OPA para formar productos altamente
fluorescentes (ver FIG. 2).

En términos préacticos, cada ensayo fue llevado a cabo mediante germinacién - en una bolsa de plastico cerrada con
una porcion de papel de filtro Whatman #1 (296 x 20,9 mm) - de dos granos de cada una de las 94 mutantes
potenciales y dos plantas de tipo salvaje. El ensayo fue repetido para granos multiples, mutantes potenciales (ver a
continuacion). Al comienzo de la germinacion, se agregaron 25 ml de agua de red a dicha caja plastica, seguido de
15 ml adicionales de agua de red a los 2 dias de la germinacién. Después de 4 dias de germinacion, se transfirieron
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1-3 cm de tejidos foliares a placas para almacenamiento (ABgene), en las cuales cada uno de los 96 pocillos de 1,2-
ml contenia una perla de vidrio de 5 mm de diametro y 500 upl de una mezcla 12:5:6 (viviv) de
agua:metanol:cloroformo. La placa fue después agitada durante 45 seg a una frecuencia de 30 Hz en un molino de
laboratorio MM 300 (Retsch). Posteriormente, la placa fue transferida a una centrifuga (Rotanta 460R, Hettich), y
girada a 4000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente para precipitar el material insoluble. Se transfirieron 10 pL
del sobrenadante a una placa para almacenamiento de 96 pocillos (Waters, cat no. 186002481), y se mezclaron con
200 pl de H,0O y 60 pl de una solucién de reaccién que contiene una mezcla 15000:45 (v/v) de reactivo OPA (Sigma,
cat.no. P7914):acido 3-mercaptopropiénico (Aldrich, cat.no. M5801). La mezcla fue incubada a 4°C durante al menos
10 min para obtener una derivatizaciéon cuantitativa de aminoacidos de la muestra con OPA. Utilizando un sistema
UPLC basado en Waters equipado con un detector de fluorescencia, se separaron 2 pl de la mezcla derivatizada
sobre una columna de C18 Gemini de 2,1 x 30 mm de particulas de 3 pm (Phenomenex, cat.no. 00A-4439-80),
utilizando elucién por gradiente mezclando fase mévil A (un buffer NaH,PO, 40-mM, ajustado a pH 7,8) y fase moévil
B [una solucion 45:45:10 (v:viv) de acetonitrilo:metanol:agua tal como se describe (Phenomenex, 2006). La
excitacion de los derivados de OPA eluidos fue a 340 nm, mientras que la emisién de luz fue medida a 450 nm. Un
ejemplo de un cromatograma se muestra en la FIG. 2 para ilustrar el perfil de elucién de acido aspartico (Asp), acido
glutamico (Glu), asparagina (Asn), serina (Ser) y SMM. El dltimo compuesto fue incluido, dado que el objetivo global
del proyecto fue identificar una planta de cebada que careciera de la capacidad de sintetizar SMM, es decir una
planta para la cual el correspondiente pico de cromatograma fue muy pequefio o preferentemente ausente.

Un total de 10248 y 3858 granos de cebada del cv. Prestige y del cv. Sebastian, respectivamente, mutados con
NaN, fueron relevados en cuanto a contenido de SMM, con el objeto de identificar aquellos altamente reducidos en
dicho contenido cuando se los comparaba con los granos de tipo salvaje. Solamente 2 mutantes potenciales de la
generacion M3 fueron identificados, a saber, granos de la muestra no. 8063 (derivados a partir del cv. Prestige, y, de
aqui en adelante, denominado Mutante 8063, una designacién también utilizada para granos de generaciones
posteriors), y granos de la muestra no. 14018 (derivados a partir del cv. Sebastian, y, de aqui en adelante,
denominado Mutante 14018, una designacién también utilizada para granos de generaciones posteriors). Los granos
de cada una de las mutantes fueron propagados a la generacion M4, después cosechados, y finalmente re-
analizados. El resultado verificd que los granos de la Mutante 8063 y de la Mutante 14018 tenian contenidos de
SMM extremadamente bajos, posiblemente carecieran totalmente de SMM.

El andlisis de Western blot ha verificado que la Mutante 8063 y la Mutante 14018 carecian de la enzima MMT (ver
Ejemplo 3 de la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288)).

Asimismo, las mediciones de actividad de MMT han verificado que la Mutante 8063 carece de actividad de MMT (ver
Ejemplo 4 de la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288)).

La secuenciacion del gen para MMT en la mutante de cebada 8063 como se describe en el Ejemplo 9 de la solicitud
de patente internacional PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288) revelé una transicion de bases
G—A en la primera base del intron 5 (nucleétido no. 3076 de la SEQ ID NO:8 de la solicitud de patente internacional
PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288)). La secuenciacion del gen para MMT en la mutante de
cebada 14018 como se describe en el Ejemplo 14 de la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050315
(publicada como WO 2010/063288) revel6 una transicion de bases G—A en un sitio de splicing inmediatamente
corriente abajo del exdn 2 en la primera base del intrén 2, mas especificamente en el nucleétido no. 1462.

Se ha confirmado adicionalmente que el ARNm de MMT est4 truncado en la mutante 8063 (ver Ejemplo 11 de la
solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288)) y que la proteina MMT
mutante codificada por dicho ARNm truncado no tiene actividad de MMT (ver Ejemplo 12 de la solicitud de patente
internacional PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288)). También se ha confirmado que el ARNm de
MMT estd truncado en la mutante 14018 (ver Ejemplo 15 de la solicitud de patente internacional
PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288)) y que la proteina MMT mutante codificada por dicho
ARNm truncado no tiene actividad de MMT (ver Ejemplo 16 de la solicitud de patente internacional
PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288)).

Un procedimiento para detectar la presencia de la mutacion en el gen de MMT de la mutante 8063 se describe en el
Ejemplo 11 de la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288), y un
procedimiento para detectar la presencia de la mutacién en el gen de MMT de la mutante 14018 se describe en el
Ejemplo 17 de la solicitud de patente internacional PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288).

Ejemplo 3
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Cruzamientos de cebada

La FIG. 3 resume como la linea de cebada con doble-LOX nula-MMT nula de la presente invencion fue desarrollada
mediante primero cruzamiento de la linea de cebada A689 [doble LOX-nula ver solicitud de patente PCT no
PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860)] con la linea 8063 [MMT-nula ver Solicitud de Patente PCT
No. PCT/DK2009/050315 (publicada como WO 2010/063288)]. Utilizando técnicas de mejoramiento estandar, las
lineas doble haploides fueron desarrolladas, y propagandas en el invernadero. De éstas, las lineas con mejor
desempefio con respecto al desempefio agronémico - asi como también una ausencia de actividad de LOX-1 (ver
Ejemplo 2 en la Patente de EE.UU. No. 7.420.105 de Breddam, K. y col.), una ausencia de actividad de LOX-2 (ver
Ejemplo 2 en la Solicitud PCT No. PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860), y Ejemplo 1 de la
presente), asi como también una ausencia de SMM y de actividad de MMT (Ejemplos 2 y 4 (véase mas adelante) en
la Solicitud PCT No. PCT/DK2009/050315 ((publicada como WO 2010/063288), y Ejemplo 2 de la presente) - fueron
seleccionadas para propagacion y andlisis adicional. Estas lineas son denominadas en la presente memoria
descriptiva “Triple-Nula”. En general para determinaciones de actividad de LOX, las semillas de lineas doble
haploides fueron cosechadas y seguidas de analisis de 12 granos para cada linea y variedades control, brindando
una desviacion estdndar <5% para las mediciones (FIG. 4).

Ejemplo 4
Determinacion de los niveles de SMM

Se llevd a cabo la medicion de SMM esencialmente como se describe en la Solicitud PCT PCT/DK2009/050315
(publicada como WO 2010/063288). Primero, se extrajo el SMM a partir de secciones de hojas de cebada de 1-3-cm
de largo que fueron ubicadas en pocillos de 1,2-ml de placas de microtitulo, en las cuales cada pocillo contenia una
perla de vidrio de 5 mm de diametro y 500 pl de una mezcla 12:5:6 (v/v/v) de agua:metanol:cloroformo. La placa fue
después incubada durante 45 seg en un molino de laboratorio MM 300 (Retsch), electronicamente ajustado para
agitar a una frecuencia de 30 Hz. Después de la centrifugacion, se transfirieron 10 pl del sobrenadante a una placa
para almacenamiento de 96 pocillos (Waters, cat no. 186002481), y se mezclé con 200 pl de agua y 60 pl de una
solucién de reaccion que contiene una mezcla 15000:45 (v/v) de reactivo OPA (Sigma, cat. No. P7914):3-acido
mercaptopropionico (Aldrich, cat. No. M5801). La mezcla fue incubada a 4°C durante al menos 10 min para
derivatizar cuantitativamente aminoacidos de la muestra con OPA. Utilizando un sistema UPLC (Waters) equipado
con un fluorémetro, se separaron 2 pl de la mezcla derivatizada en una columna C18 Gemini de 2,1 x 30 mm de
particulas de 3 um (Phenomenex, cat. No. 00A-4439-80), utilizando un buffer fosfato de Na 40 mM, ajustado a pH
7,8, y conteniendo una solucién 45:45:10 (v:v:v) de acetonitrilo:metanol:agua como la fase movil (Phenomenex
2006). La excitacion de los derivados de OPA fue a 340 nm, mientras que la emision de luz fue medida a 450 nm.
Un ejemplo de un cromatograma se muestra en la FIG. 5 para ilustrar el perfil de elucién de acido aspartico (Asp),
acido glutamico (Glu), asparagina (Asn), serina (Ser) y SMM a partir del tipo salvaje y la mutante Triple-Nula. Se
observé una sorprendente falta de capacidad para sintetizar SMM para la mutante Triple-Nula.

Ejemplo 5
Desempefio agrondmico

Los cultivares comerciales de cebada Quench y Power, asi como también las plantas LOX-1-nula, MMT-nula, LOX-1
nula-LOX-2 nula (doble-LOX-nula), LOX-1 nula-MMT nula y Triple-Nula, fueron evaluadas en ensayos a campo para
comparar sus desempefios agronémicos. Los datos fueron regularmente obtenidos para altura de la planta, fecha de
espigado, resistencia a enfermedad, encamado, tiempo de maduracion y rendimiento (ver Tabla 1).

Los ensayos fueron llevados a cabo de acuerdo con procedimientos estandar para ensayos a campo. En
consecuencia, cantidades iguales de granos de variedades comerciales y las lineas mutantes fueron sembradas en
macetas de 7,88 m? en 2 ubicaciones, cada una comprendiendo 3 replicaciones. No se observaron diferencias
importantes con respecto a los rasgos agronémicos entre mutantes y las variedades comerciales. El andlisis de
calidad de la cebada de las diferentes lineas mutantes demostré que todos los granos cosechados poseian
propiedades buenas y aceptables con respecto a malteado y elaboracion de cerveza.

Ejemplo 6

Micro-malteados y micro-maceraciones
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Instalacién experimental

Se llevaron a cabo experimentos de micro malteados y micro maceraciones con las siguientes seis lineas y
cultivares de cebada (FIG. 6A), el cual ilustra también el flujo de trabajo experimental descrito en la presente
memoria descriptiva méas adelante: (1) Triple-Nula; (2) LOX-1 nula-MMT nula; (3) LOX-1 nula-LOX-2 nula (linea de
cebada A689); (4) MMT- nula (linea de cebada 8063); (5) LOX-1 nula (linea de cebada D112); (6) cv. Power.

Se realiz6 un experimento de micro malteado con tres muestras de cebada de 225 g a partir de las lineas o
cultivares anteriormente mencionados. El remojado y la germinacion fueron llevados a cabo como sigue:

(i) remojado a 16°C: 3 h himedo; 21 h seco; 3 h himedo; 21 h seco; 3 h himedo; 21 h seco; contenido final de agua
45%;
(i) germinacion: 48-72 h a 16°C hasta modificacién >95%.

Después de la germinacion, las tres muestras fueron sometidas a diferentes regimenes de secado (indicado como
secado en horno en la FIG. 6A):

(i) 85°C - Secar: 12,5 h comenzar a 30°C y aumentar a 55°C seguido de 7,5 h aumentando hasta 85°C; 1,5 h a 85°C;
(i) 75°C - Secar: 12,.5 h comenzar a 30°C y aumentar a 55°C seguido por 7,5 h aumentando hasta 75°C; 1,5 h a
75°C;

(iii) 40°C - Secar: 48 h a 40°C.

Las muestras secadas a 85°C y a 40°C fueron procesadas inmediatamente después de la germinacion mientras las
muestras restantes fueron congeladas durante 2 dias, descongeladas y posteriormente secadas a 75°C como se
describié anteriormente.

Se llevd cabo una micro-maceracion mezclando muestras de 90 g de una malta molida con 270 ml de agua de red,
seguido de incubacion en botellas de 500 ml a 40°C durante 20 min. La temperatura fue aumentada a 65°C en 25
min, seguido de una pausa de sacarificacion de 60 min de duracion a 65°C. A continuacion, la temperatura fue
elevada a 78°C en un lapso de 13 min antes de una fase de detencion de la maceracion de 10 min de duracion a
78°C. El mosto resultante fue después enfriado sobre hielo, diluido con 700 ml de agua de red enfriada con hielo y
filtrada a través de un filtro plegado MN-616%2 (Macherey-Nagel). 400 ml de mosto fueron transferidos a una botella
de 500 ml, tapada ajustadamente y calentada durante 60 min en un bafio de agua hirviendo. Las botellas fueron
dejadas en el bafio de agua sin calentamiento adicional durante un periodo adicional de 60 min.

Datos de los niveles de DMSP

Para examinar como diversas temperaturas de horno afectan el contenido de DMSP en maltas de tipo salvaje y
mutantes de la presente solicitud, los granos fueron primero micro-malteados y posteriormente separados en
alicuotas antes de hornear a diferentes tres temperaturas, 40°C, 75°C y 85°C.

Los granos de lineas de cebada que contienen el gen MMT de tipo salvaje fueron caracterizados por elevados
niveles de DMSP en la malta final. Sin embargo, se midieron reducidos niveles a continuacién de hornear a mas
elevadas temperaturas (Tabla 2). En contraste, notablemente, se midieron bajos niveles de DMSP en todas las
maltas de genotipos con MMT nula.

Los niveles de DMSP fueron después medidos en los mostos producidos a partir de las maltas anteriormente
mencionadas, dando niveles de DMSP en correspondencia con aquellos medidos en las maltas. El hallazgo esta en
linea con los resultados previos de Dickenson y Anderson (1981),que describen una ajustada correlacién entre el
contenido de DMSP de malta y mosto. Para todos los genotipos de MMT nula, se midieron notablemente bajos
niveles de DMSP en los correspondientes mostos, independientemente de la temperatura de secado en horno con la
cual fue hecha la malta.

Datos de los niveles de precursores de T2N y de T2N libre

Para examinar como diversas temperaturas de secado en horno afectan los niveles de T2N libre y de precursores de
T2N, se determinaron las concentraciones de dichos compuestos en mosto dulce y mosto enfriado producido
mediante micro-malteados y micro-maceraciones como se describieron precedentemente en la presente memoria
descriptiva. Los resultados se muestran en la Tabla 3.
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Para mosto de malta de tipo salvaje, la temperatura de secado en horno tuvo un notable efecto sobre la
concentracién de T2N y de precursores de T2N. Fue absolutamente necesaria una elevada temperatura de
horneado para evitar una elevada produccién de precursores de T2N cuando se utilizé una malta de tipo salvaje.

La temperatura de horneado tuvo menos efecto en la generacion de T2N y su aducto de malta LOX-1 nula-MMT
nula.

Es también notable que para los mostos de malta Triple-Nula, las concentraciones de T2N libre y sus precursores
fueron bajas en todas las muestras, independientemente de la temperatura de secado en horno.

Ejemplo 7
Micro-maceraciones con cebada no malteada

Se lograron micro-maceraciones con cebada no malteada del cv. Power y Triple-Nula mezclando muestras de 90 g
de cebada molida con 270 ml de agua de red asi como 0,12 g de la mezcla de enzimas para fabricacion de cerveza
de cebada Ondea Pro (Novozymes), seguido de incubacion en botellas de 500 ml a 54°C durante 30 min. La
temperatura fue incrementada a 64°C en 10 min, seguido de una pausa de sacarificacion durante 45 min de
duracion a 64°C. Esto fue seguido por un incremento de 14 min a 78°C antes de una fase de detencion de la
maceracion de 10 min de duracién a dicha temperatura. Se llevaron a cabo posteriors procedimientos de enfriado,
dilucidn, filtracion y calentamiento como se describié para las micro- maceraciones (ver Ejemplo 4).

Se midieron los niveles de DMSP en los mostos producidos a partir de harinas de cebada del cv. Power y Triple-
Nula (Tabla 4). Fue evidente que los contenidos de DMSP en mosto producido de cebada Triple-Nula fueron
marcadamente mas bajos que aquellos del tipo salvaje, cv. Power. Este fue un hallazgo sorprendente ya que la
cebada no se considera que contenga DMSP (Yang, B. y col.: Factors involved in the formation of two precursors of
dimethylsulphide during maltear, J. Am. Soc. Brew. Chem. 56:85-92, 1998).

Como se mostrd en la Solicitud de patente PCT No. PCT/DK2009/050355 (publicada como WO 2010/075860) (ver
FIG. 12 y Ejemplo 9 en dicha solicitud), los niveles de precursores de T2N de mostos hervidos, de fabricacion de
cebada y normales, fueron notoriamente bajos en las muestras de doble LOX nula. En consecuencia, se espera que
una propiedad similar caracterice los mostos de cebada Triple-Nula, haciendo de la cebada Triple-Nula una materia
prima premium para bebidas de fabricacién de cerveza de cebada bajas en, o completamente carentes de, los
sabores indeseables de T2N y DMS.

Ejemplo 8
Malteado y fabricaciéon de cerveza en escala piloto

Instalacién experimental

Los andlisis en el malteado y la fabricacion de cerveza con malta de Triple-Nula y del cv. Quench (malta de
referencia) implicaron los siguientes pasos: (i) malteado; (ii) preparacion del mosto; (iii) separacion del mosto; (iv)
hervido del mosto; (v) fermentacién del mosto con la levadura Saccharomyces carlsbergensis; (vi) estacionado de la
cerveza,; (vii) filtracion de la cerveza brillante; y (viii) embotellado de la cerveza (ver FIG. 6B,C).

Los experimentos en el malteado fueron llevados a cabo con granos de Triple-Nula y del cv. Quench en escalas de
20 kg, realizados en una fabrica de malta como sigue:

(i) remojar a 16°C: 1 h humedo; 1 h seco; 1 h hiumedo; 1 h seco; 1 h hiumedo; contenido final de agua 45%;
(i) germinar durante 120 h, comienzo a 16°C y descendiendo a 14°C;
(iii) secar durante 14 h, comenzando a 65°C y aumentando a 85°C; 3 h a 85°C.

Para la maceracion de ambos Triple-Nula y del cv. Quench (el Ultimo utilizado como referencia), se utilizaron
muestras de malta de 25 kg. Siguiendo a la molienda de las muestras individuales de malta, se agregé agua de red
para dar volumenes de 146 I. El comienzo de la maceracion fue realizado a 40°C durante 20 min, seguido por un
ascenso de 25 min desde 40°C a 65°C. La pausa de sacarificacion a 65°C fue de 60 min, seguido de una fase de 13
min de calentamiento a 78°C, y 10 min de detencién de la maceracion a 78°C.

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2600353 T3

Una muestra de mosto del cv. Quench tipo salvaje y una de Triple-Nula fueron hervidas separadamente durante 60
min a 101°C (dando por resultado un 6,7% de evaporacién), mientras que las restantes dos muestras fueron
calentadas a 98°C durante 60 min (dando por resultado un 3,9% de evaporacién). Las restantes etapas de
fabricacion como se refirié6 en la presente memoria descriptiva anteriormente —es decir filtracién, separacion por
remolino, fermentacion, estacionado y envasado en botellas de vidrio verde — se realizaron de acuerdo con préacticas
estandar de fabricacion de cerveza.

Los niveles de DMSP y DMS fueron medidos esencialmente como se describe en Hysert y col. (1980), con la
deteccién de azufre especifico utilizando cromatografia de gas de espacio en cabeza sobre un detector de
quimioluminiscencia de azufre 350B (Sievers). El muestreo del espacio en cabeza fue realizado utilizando un equipo
automatizado HS-40 (Perkin Elmer).

Los niveles totales de DMS, es decir, la suma de DMS y DMSP libres, en mosto y extractos de malta verde y
horneada, fueron obtenidos hirviendo muestras respectivas en condiciones alcalinas durante 1h. Las muestras
hervidas y no hervidas fueron después sometidas a un andlisis del espacio en cabeza para la determinacion de los
niveles de DMS. La diferencia entre DMS total (medido en las muestras hervidas) y DMS libre (medido en las
muestras no hervidas) fue definido como igual a la cantidad de DMSP presente en las muestras. La cantidad de
DMS libre en la cerveza fue determinada esencialmente como tal en el mosto (Hysert y col., supra).

Datos de los niveles de DMSP / DMS y precursor de T2N/ T2N libre en muestras de mosto

Utilizando equipamiento de fabricacién de cerveza moderno, se requiere normalmente la evaporacion de 6-10% del
mosto con el objeto de lograr niveles de DMS satisfactorios en la correspondiente cerveza terminada, -es decir,
[DMS]<50 ppb, que es el nivel de umbral de gusto humano para sabor indeseable. Con base en estos hechos, se
disefiaron ensayos de fabricacion de cerveza pilotos como se describe precedentemente. El objetivo era ensayar el
efecto del ingreso reducido de energia, tal como la no ebullicion durante incubacién presurizada, sobre los niveles de
DMS en los mostos y en la cerveza final. De manera concordante, el desarrollo experimental incluyé una
comparacion con ebullicion del mosto de acuerdo con condiciones estandar.

Se midieron elevados niveles de DMSP y DMS libre durante el calentamiento de los mostos del cv. Quench, con un
incremento en los niveles de DMS libre observados con el transcurso del tiempo en el mosto presurizado. En
contraste, el mosto hervido, evaporado, acumulé menos DMS hasta el final de la ebullicién, después de lo cual el
DMS libre se acumulaba nuevamente. En paralelo con los resultados siguientes a las micro-maceraciones como se
describe precedentemente en la presente memoria descriptiva, los mostos de malta Triple-Nula a escala piloto
fueron caracterizados por extremadamente bajos niveles de DMSP y DMS libre comparados con muestras similares
derivadas a partir del cv. Quench (ver Tabla 5). Vale la pena notar que incluso en el mosto, dichos niveles de DMS
de la malta Triple-Nula estuvieron bien por debajo del nivel de umbral de sabor de 50 ppb.

Las concentraciones de precursores de T2N y T2N libre en mosto y cerveza a partir de malta de tipo salvaje del cv.
Quench y Malta Triple-Nula fueron determinadas mediante GC-MS siguiendo derivatizacion de carbonilos con O-
(2,3,4,5,6-pentafluorobencil)- hidroxilamina, esencialmente como descrito por Gronqvist y col. (1993).

Se midieron elevadas concentraciones de precursores de T2N durante el calentamiento de mosto del cv. Quench,
con un maximo hallado en el comienzo del tratamiento de ebullicién/calor (Tabla 6). Para mosto hecho a partir de la
malta Triple- Nula se hallaron niveles notablemente inferiores de precursores de T2N (aproximadamente 40% de
aquellos cuando se utiliza material de partida de tipo salvaje) —también con un maximo en el comienzo del
tratamiento de ebullicion/calor. Un régimen de calentamiento de baja energia (es decir, aplicacion de un tratamiento
de calor presurizado) tuvo sélo menores efectos en los niveles de precursores de T2N para ambos tipos de malta.
En todas las muestras de mosto, se determinaron bajos niveles de T2N libre.

Es notable que el efecto beneficioso de las mutaciones LOX-1-nula y LOX-2-nula es claramente visible, incluso
cuando se aplica un reducido ingreso de energia durante el calentamiento del mosto.

Datos de los niveles de DMS y precursores de T2N / T2N libre en muestras de cerveza

Se midi6 la concentracion de DMS en la cerveza fresca hecha a partir de malta Triple- Nula asi como a partir de
malta de tipo salvaje del cv. Quench utilizando los dos regimenes diferentes de ebullicién/calentamiento como se
describen precedentemente en la presente memoria descriptiva. Los resultados se resumen en la Tabla 7.

La cerveza producida a partir de malta de tipo salvaje del cv. Quench utilizando un régimen de ebullicion estandar
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contiene 65 ppb de DMS, es decir, levemente por encima del umbral de sabor de 50-ppb. Utilizando un
procedimiento de ahorro de energia tal como “sin ebullicion a través de incubacién presurizada” como se describe
precedentemente en la presente memoria descriptiva con malta de tipo salvaje dio por resultado una muy elevada
concentracién de DMS (151 ppb) en la cerveza final.

En contraste, la cerveza producida a partir de la malta Triple-Nula contenia muy bajos niveles de DMS,
independientemente del proceso de calentamiento.

Independientemente del procedimiento aplicado de preparaciéon del mosto, la cerveza producida a partir de malta
Triple-Nula contenia muchos menos precursores de T2N, (dando como resultado una reduccion de 56 a 58%) que la
cerveza producida a partir de malta de tipo salvaje del cv. Quench independientemente del procedimiento de
ebullicién (Tabla 7).

Los niveles de T2N libre en cerveza fresca fueron bajos en las cuatro cervezas frescas ensayadas (es decir,
utilizando malta del cv. Quench o Triple-Nula combinada con preparacion del mosto con evaporacién permitida o
presurizada), pero después de envejecimiento forzado durante 2 semanas a 37°C, se observdé una marcada
diferencia. Mientras ambas cervezas producidas a partir de malta de tipo salvaje producidas con ebullicion estandar
o0 calentamiento presurizado, contenian 0,041 ppb y 0,061 ppb de T2N, respectivamente, los valores
correspondientes para cervezas producidas a partir de malta Triple-Nula fueron inferiores, es decir, reducidos a 95%
y 64%, respectivamente. (Tabla 7).

Datos en espuma de cerveza

Se compararon cerveza fabricada en forma piloto, producida con evaporacion o presurizacion en el calentamiento
del mosto, del cv. Quench (ver FIG. 6B) y maltas Triple-Nula (ver FIG. 6C). Las cervezas fueron tomadas en el punto
de muestra 9 (ver FIG. 6B,C), desgasificadas durante 20 min en un bafio ultrasénico antes que se agregaran 50 ml
de H,0O a 150 ml de cerveza. La mezcla fue vertida lentamente dentro de una torre de espuma, consistente en un
tubo de vidrio de 16 cm de longitud, 7 cm de ancho (con un filtro de vidrio y conector en el fondo y en la parte
superior, respectivamente). Se burbuje6é gas N,, a un caudal de 400 ml/min, a través de la mezcla desde el fondo
para generar espuma de cerveza. Esta fue conducida a través de un tubo y recolectada en un cono de
sedimentacion graduado posicionado sobre una balanza.

Se registro el peso de espuma total para cada una de las cuatro cervezas a intervalos de 5 min hasta que ceso el
desarrollo de espuma (FIG. 7). Los niveles de espuma fueron similares, en forma irrespectiva de los procedimientos
de evaporacion o presurizacion. Sin embargo, el desarrollo de espuma fue notablemente mejorado en aquellas
cervezas donde se utilizé malta Triple-Nula como materia prima.

Degustacién de cerveza

Un panel de expertos catadores evaluaron las cuatro cervezas producidas (es decir utilizando malta del cv. Quench
0 Triple-Nula combinada con preparacion de mosto con evaporacion permitida o presurizada), tanto cerveza fresca
como después de envejecimiento forzado durante 1y 2 semanas a 37°C (Tabla 8).

La cerveza fresca producida a partir de malta Triple-Nula obtuvo el mayor Puntaje de Sabor Total,
independientemente del procedimiento de ebullicién. En contraste, un Puntaje de Sabor Total levemente inferior fue
obtenido por la cerveza producida a partir de malta de tipo salvaje y utilizando el régimen de ebullicién estandar; se
la consider6 “levemente DMS”. La aplicacion de la técnica de calentamiento presurizada dio por resultado una
cerveza con un muy bajo Puntaje de Sabor Total, y fue considerada “Fuertemente DMS”.

Después de envejecimiento forzado durante 1 o 2 semanas a 37°C las cervezas producidas a partir de malta Triple-
Nula obtuvieron puntajes de envejecimiento total marcadamente inferiores que las cervezas producidas a partir de
malta de tipo salvaje, especialmente debido a un puntaje reducido para el atributo “sabor a papel” (papery), originado
a partir de bajas concentraciones del componente de envejecimiento T2N.

Ejemplo 9

Malteado y fabricacidn de cerveza en escala piloto

Disposicién experimental
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Los andlisis de malteado y fabricacion de cerveza con malta Triple-Nula (doble LOX nula-MMT nula), y cv. Rosalina
(referencia de tipo salvaje), implicaron las siguientes etapas: (i) malteado; (ii) preparacion de mosto; (iii) separacién
del mosto; (iv) ebullicion del mosto; (v) fermentacion del mosto con la levadura Saccharomyces carlsbergensis; (vi)
estacionamiento (lagering) de la cerveza; (vii) filtracion de la cerveza brillante; y (viii) embotellado de la cerveza.

Los experimentos de malteado fueron llevados a cabo con granos de Triple-Nula y cv. Rosalina en experimentos a
gran escasa de 21 kg, en una malteria como sigue:

(i) remojado a 16°C: 1 h himeda; 1 h seca; 1 h hiumeda; 1 h seca; 1 h himeda; escurrido de agua durante 36 h
hasta un contenido de agua final de 45%;

(i) germinacién durante 120 h, partiendo a 16°C y descendiendo hasta 14°C;

(iii) el secado/horneado de los granos germinados fue con un programa de temperatura normal o un programa de
baja temperatura en un horno piloto;

(iv) programa de secado/horneado normal, partiendo desde 45°C con aumento hasta 85°C durante 14 h, seguido por
incubacion durante 2 h a 85°C;

(v) programa de secado/horneado a baja temperatura, comenzando a 45°C y con aumento hasta 75°C durante 12 h,
seguido por incubacion durante 2 h a 75°C.

Para maceraciones de ambos Triple-Nula y cv. Rosalina, se utilizaron muestras de malta de 34 kg. Siguiendo a la
molienda de las muestras individuales de malta, se agreg6 agua de red para dar volimenes de 180 I. El comienzo
de la maceracién fue llevado cabo a 60°C durante 20 min, seguido de un incremento de 5 min desde 60°C a 65°C.
La pausa de sacarificacion a 65°C fue de 60 min, seguida de una fase de calentamiento durante 13 min hasta 78°C,
y 10 min de detencion de la maceracion a 78°C.

Las muestras de mosto de cv. Rosalina tipo salvaje y de Triple-Nula fueron o bien hervidas separadamente, durante
60 min a 100°C en un recipiente abierto (dando por resultado un 4,5% de evaporacion), o bien calentadas a 99,5°C y
mantenidas a 99,5°C durante 60 min en un recipiente cerrado (dando por resultado un 0% de evaporacion).

Se prepararon seis mostos diferentes con diferentes combinaciones de cultivar, condiciones de horneado y
condiciones de coccion (ver Tabla 9).

Las restantes etapas de fabricacion de cerveza como han sido referidas en la presente memoria descriptiva
anteriormente, - es decir separacion por remolino, fermentacion, estacionado, filtracién y envasado en botellas de
vidrio verde — fueron de acuerdo con especificaciones para la practica estandar de fabricacion de cerveza.

Los niveles de DMSP y DMS fueron medidos como se describié precedentemente en la presente memoria
descriptiva en el Ejemplo 8.

Datos de niveles de DMSP / DMS en muestras de malta

En una planta moderna de malteado, es normalmente requerido el secado de granos con una temperatura de curado
a 85°C durante al menos 2 h con el fin de reducir DMSP en malta a un nivel bajo — es decir menos de 4,5 mg/kg de
malta — con el fin de obtener una malta a partir de la cual se pueda obtener un mosto con un nivel de DMS
satisfactorio (ver més adelante).

Con base en estos hechos, se han disefiado ensayos piloto de malteado como se describié anteriormente. El
objetivo fue ensayar el efecto de ingreso reducido de energia, tal como baja temperatura de secado, en los niveles
de DMS y DMSP en las maltas, mostos y cerveza final. En consecuencia, la instalacion experimental incluyé una
comparacion con granos secados de acuerdo con condiciones estandar.

En la malta preparada con cv. Rosalina utilizando secado estdndar a 85°C, el DMSP fue medido a 4,7 mg/kg de
malta. En la malta de cv. Rosalina preparada con secado a 75°C, el DMSP fue medido a 16,2 mg/kg (Tabla 10). En
la malta preparada con granos de Triple-Nula, se obtuvieron niveles extremadamente bajos de DMSP, realmente por
debajo del limite de deteccidon, independientemente de la temperatura de secado.

Datos de niveles de DMSP / DMS en muestras de mosto

Utilizando moderna tecnologia de fabricacion de cerveza, normalmente se requiere al menos una hora de coccion
con una evaporacion de 4,5-10% del mosto con el fin de lograr niveles de DMS satisfactorios en la correspondiente
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cerveza terminada - preferentemente [DMS]<50 ppb. Con base en estos hechos los ensayos en la fabricacion de
cerveza fueron disefiados como se describié anteriormente. El objetivo fue ensayar el efecto del aporte reducido de
energia, tal como baja temperatura de secado de granos o tratamiento de calor sin evaporacion en un recipiente
cerrado, sobre los niveles de DMS en los mostos y en la cerveza final. En consecuencia, la instalacién experimental
incluy6é una comparacion con secado de grano y coccion de mosto de acuerdo con condiciones estandar.

Se midieron elevados niveles de DMSP y DMS libre durante el calentamiento de mostos de cv. Rosalina preparados
con secado normal. Se observé un aumento en los niveles de DMS libre a lo largo del tiempo en el recipiente
cerrado. En contraste, el mosto hervido, evaporado acumulé menos DMS hasta el final de la coccién, después de la
cual se acumul6 DMS libre nuevamente. (Tabla 11) Utilizando un secado a baja temperatura con cv. Rosalina los
niveles de DMSP y DMS fueron mucho mas altos que con secado normal. En los tres mostos preparados con cv.
Rosalina el mosto final tuvo un nivel de DMS superior a 50 ppb.

En paralelo con otros resultados descritos precedentemente en la presente memoria descriptiva, el mosto de malta
Triple-Nula se caracteriz6 por niveles extremadamente bajos de DMSP y DMS libre comparado con muestras
similares derivadas a partir de un cv. Rosalina. Es destacable que aun en el mosto, dichos niveles de DMS de malta
Triple-Nula estuvieron bien por debajo de 50 ppb independientemente de los regimenes de horneado y coccion.

Datos de los niveles de precursor de T2N/T2N libre en muestras de mosto

Las concentraciones de precursores de T2N y T2N libre en mosto y cerveza a partir de malta de tipo salvaje del cv.
Rosalina y malta Triple-Nula fueron determinadas mediante GC-MS siguiendo a la derivatizacién de carbonilos con
0-(2,3,4,5,6- pentafluorobencil)-hidroxilamina, esencialmente como descrito por Groenqvist y col. (1993).

Se midieron elevadas concentraciones de precursores de T2N en el mosto de cv. Rosalina (Tabla 12). Para mosto
preparado a partir de malta Triple-Nula, se hallaron particularmente menores niveles de precursores de T2N, ~40%
de aquellos cuando se utiliza una materia prima de tipo salvaje. El régimen de calentamiento de baja energia, es
decir, baja temperatura de horneado o tratamiento de calor del mosto sin evaporacion en un recipiente cerrado, solo
tuvo un pequefio efecto en los niveles de precursores de T2N para ambos tipos de malta. En todas las muestras de
mosto, se determinaron bajos niveles de T2N libre.

Debe notarse que el efecto beneficioso de las mutaciones LOX-1 nula y LOX-2 nula es claramente visible, incluso
cuando se aplica un reducido aporte de energia.

Datos de los niveles de DMS y precursores de T2N/T2N libre en muestras de cerveza

Se midieron las concentraciones de DMS en cerveza fresca preparada a partir de malta Triple-Nula, asi como a
partir de malta de tipo salvaje del cv. Rosalina utlizando los dos diferentes regimenes de secado y
coccidn/calentado del grano como se describe precedentemente en la presente memoria descriptiva. Los resultados
se resumen en la Tabla 13.

La cerveza producida utilizando un régimen de coccion estandar a partir de malta de tipo salvaje del cv. Rosalina,
producida utilizando condiciones de secado estandar, contenia 117 ppb de DMS, es decir, por encima de 50 ppb.
Utilizando un procedimiento con ahorro de energia, tal como “sin evaporacién en un recipiente cerrado” como se
describe precedentemente en la presente memoria descriptiva, con la malta de tipo salvaje dio por resultado 174 ppb
de DMS, es decir, una muy elevada concentracion de sabores indeseables en la cerveza final,

En contraste, la cerveza producida a partir de la Malta Triple-Nula contenia muy bajos niveles de DMS,
independientemente de los procedimientos de coccién y horneado.

Los niveles de T2N libre en cerveza fresca fueron bajos en todas las cervezas ensayadas (es decir, utilizando malta
de cv. Rosalina o Triple-Nula combinada con coccién con evaporacion permitida o tratamiento térmico sin
evaporacion en un recipiente cerrado), pero se aprecio una marcada diferencia después de envejecimiento forzado
durante 2 semanas a 37°C. Mientras la cerveza preparada a partir de malta de tipo salvaje producida con coccion
estandar y tratamiento con calor sin evaporacion en un recipiente cerrado contenia 0,055 ppb y 0,035 ppb de T2N,
respectivamente, los correspondientes valores para cervezas producidas a partir de malta Triple-Nula fueron
marcadamente inferiores, es decir reducidos a 67% y 51%, respectivamente (ver Tabla 13).

Degustaciones de cerveza
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Un panel degustador experto evalué las 6 cervezas producidas (es decir utilizando malta de cv. Rosalina o Triple-
Nula combinada con coccién con evaporacién permitida o tratamiento con calor sin evaporacién en un recipiente
cerrado o secado estandar o a baja temperatura), tanto la cerveza fresca como aquella sometida a envejecimiento
forzado durante 2 semanas a 37°C (Tabla 14).

La cerveza fresca producida a partir de malta Triple-Nula obtuvo el mayor puntaje de sabor total,
independientemente de los procedimientos de horneado y coccién. En contraste, se obtuvieron puntajes de sabor
total mucho mas bajos para la cerveza producida a partir de malta de tipo salvaje horneada a 85°C vy utilizando el
régimen de coccién estandar; fue considerada “marcadamente DMS”. La aplicacion de tratamiento de calor sin
evaporacion en un recipiente cerrado en la preparacion del mosto dio por resultado una cerveza con ain mas bajo
puntaje de sabor total, que fue considerada “fuertemente DMS”.

Después de envejecimiento forzado durante 2 semanas a 37°C, la cerveza producida con coccién normal a partir de
malta Triple-Nula horneada a 85°C tuvo puntajes de envejecimiento marcadamente inferiores que la correspondiente
cerveza producida a partir de malta de tipo salvaje, especialmente debido al puntaje reducido para el atributo “sabor
a papel" originado de bajas concentraciones del componente de envejecimiento T2N.

Para la cerveza producida a partir de malta de tipo salvaje, la evaluacion de la caracteristica sabor rancio no fue
realmente posible, principalmente debido al marcado-a-fuerte sabor indeseable a DMS.

Ejemplo 10
Comparaciones de THAs en cervezas elaboradas con cebada y en cerveza normal

Los THAs especificos de cerveza derivados de acido linoleico fueron ya descritos hace varias décadas atras (Drost y
col., 1974). Desde entonces, diversos informes han verificado que el contenido total de THAs en cerveza esta en el
rango de ~5-12 ppm (Hamberg, 1991, y referencias en ella). Mientras 9,12,13-THA normalmente constituye el 75-
85% de los THAs en la cerveza, aquel de 9,10,13-THA constituye el 15- 25%; otros isbmeros se encuentran en
cantidad de trazas.

En cervezas producidas a partir de mosto preparadas a partir de malta de cebada Triple-Nula (ver Ejemplo 9), la
concentracién de 9,12,13-THA fue reducida en 80-87% comparado con la cerveza control preparada a partir de
malta del cv. Rosalina (Tabla 15). Para el isémero 9,10,13-THA se observd una reduccion de 65-72%. Estas
mediciones fueron llevadas a cabo utilizando andlisis de espectrometria de masa HPLC estandar (Hamberg, supra).

Ejemplo 11
Amplificacion de ADN derivado de la materia prima en cerveza

Donde la metodologia PCR puede ser utilizada para establecer la presencia o ausencia de secuencias especificas
de ADN de especie en mezclas de harina de malta, la autenticacion de muestras de cerveza ha sido méas desafiante.
En la produccién de cerveza, los efectos combinados de nucleasas derivadas de materia prima, las elevadas
temperaturas y las filtraciones proporcionan productos de cerveza que contienen solo bajos niveles de ADN intacto
para la amplificacion de fragmentos de genes de plantas. Se describe en la presente memoria descriptiva un
novedoso efectivo procedimiento para la extraccion y amplificacién combinados de ADN en cantidad suficiente para
visualizacion.

Se ha desarrollado un novedoso protocolo de cuatro etapas para la autenticacion de materia prima de muestras de
cerveza. Se utilizan de un modo consecutivo los reactivos y protocolos de tres kits biomoleculares, que causan
finalmente la amplificacion de los fragmentos de ADN para visualizacion:

(i) extraccion de ADN a partir de cerveza a través de la union a perlas magnéticas [siguiendo las recomendaciones
en las instrucciones para muestras liquidas del ADN Extraction Kit, Speciation (Tepnel Biosystems Ltd., Cat. No.
901040N)];

(ii) amplificacion de ADN mediante desplazamiento isotérmico de hebra (lllustra GenomiPhi V2 DNA Amplification
Kit, GE Healthcare, Cat. No. 25-6600-30);

(iii) PCR con cebadores para la deteccion de mutaciones especificas de ADN, utilizando el REDExtract-N-Amp PCR
ReadyMix (Sigma, Cat. No. XNAP-1KT);

(iv) electroforesis en gel de agarosa para separar los productos de amplificacion, seguido de marcado con bromuro
de etidio para su visualizacion.
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La etapa (i) anterior se refiere a la purificacién de ADN a partir de alicuotas de 400-ul de las siguientes muestras:

(&) Tuborg Gren Pilsner, producido utilizando harina de una mezcla 75%:25% de malta:cebada de tipo salvaje
(Carlsberg Breweries A/S; inscripcion de etiqueta 26.11.11 704);

(b) cerveza producida en escala piloto utilizando una mezcla que comprende 50% de malta con LOX-1 nula
(Carlsberg, identificador de ensayo 2C10084);

(c) mosto no cocido de fabrica de cerveza en escala piloto utilizando maltas producidas a partir de cebada Triple-
Nula (Carlsberg, identificador de ensayo 2C11001);

(d) mosto cocido en una fabrica de cerveza en escala piloto utilizando malta Triple-Nula (Carlsberg, identificador de
ensayo 2C11001), es decir mosto procesado a partir de aquél descrito en (c) anterior.

El ADN purificado a partir de cada una de las muestras mencionadas (a), (b), (¢) y (d) fue finalmente re-suspendido
en 50 pl de un buffer 10-mM Tris-EDTA, pH 7.4.

En la etapa (ii) anterior, alicuotas de muestra de 1-ul de ADN derivado de mosto o cerveza - purificado como se
detall6 en (i) - fue sometida a amplificacion. El ADN fue desnaturalizado con calor brevemente y después enfriado en
una muestra de buffer conteniendo hexameros al azar que se unen de una manera no especifica al ADN. Se agreg6
una mezcla principal conteniendo polimerasa de ADN, hexameros al azar, nucledtidos, sales y buffers, y se llevo a
cabo amplificacion isotérmica a 30°C durante 2,0 h, empleando un volumen de reaccion final de 20 pl.
Posteriormente, la polimerasa fue inactivada con calor durante una incubacién de 10 min a 65°C.

Con respecto a la etapa (iii) anterior, los parametros de las amplificaciones por PCR de 14-pl -incluyendo alicuotas
de 1,0 o 4,2 pl de muestras molde preparadas como se describe en (ii) anterior, y 7 pmol de cada cebador FL820
(SEQ ID NO: 10 de WO 2010/075860 ) y FL823 (SEQ ID NO:11 de WO 2010/075860 ) para detectar la mutacion de
LOX-1 nula; ver FIG. 18B en WO 2010/075860 de Skadhauge, B. y col. - fueron como sigue:

(i) 1 ciclo con desnaturalizaciéon a 96°C durante 2 min;
(i) 30 ciclos con:

(a) desnaturalizacién a 95°C durante 1 min;

(b) hibridacién a 68°C durante 1 min;

(c) extension a 72°C durante 1 min

(iii) extension final a 72°C durante 10 min

(iv) conservacion

La etapa (iv) anterior consisti6 en una separacion electroforética de la mezcla de PCR completa en un gel de
agarosa al 2% (p/v) donde fue incorporado bromuro de etidio. A continuacion de la electroforesis, el gel fue irradiado
con luz UV y se tom6 una fotografia (FIG. 10).

El analisis del patron de bandas de ADN mostrado en la FIG. 10 no revel6 amplificacion del producto a partir de una
alicuota de cerveza Tuborg, un resultado esperado en tanto que la materia prima era de origen tipo salvaje, es decir
no derivado de cebada con LOX-1 nula. Sin embargo, los productos de amplificacion de la longitud esperada podrian
ser muestras detectadas a partir de cerveza fabricada con una mezcla que comprende 50% con LOX-1 nula.
Similarmente, pero mas pronunciado, el marcado se obtuvo en el mosto no hervido preparado a partir de malta
Triple-Nula. Posiblemente debido al dafio por calor y siguiente precipitacion, se amplific6 menos producto de PCR en
la muestra de mosto hervido de materia prima Triple-Nula.

Utilizando los productos amplificados descritos anteriormente en (ii) con el par de cebadores FL1034-FL1039 (SEQ
ID NO:9 y SEQ ID NO:8 de WO 2010/075860, respectivamente; ver también la FIG. 18 en WO 2010/075860 de
Skadhauge y col.), el conjunto de cebadores 20 (SEQ ID NO:77 y SEQ ID NO:81 de WO 2010/063288), y el conjunto
de cebadores 21 (SEQ ID NO:78 y SEQ ID NO:82 de WO 2010/063288; ver también FIG.15 en WO 2010/063288 A2
de Knudsen y col.) en PCRs separados, pero en condiciones similares a aquellas detalladas en el presente ejemplo,
se verifica si la muestra de mosto o cerveza es producida mediante el uso de una materia prima Triple-Nula.

Ejemplo 4 de PCT/DK2009/050355 (publicado como W02010/075860)
Analisis basado en HPLC de HPODE en cebada germinada y micro-malteada

El analisis de los HPODE de la cebada se realiz6 esencialmente tal como se describe en la solicitud de patente
internacional WO 2005/087934, con la salvedad de que se usaron embriones en germinacion en lugar de maduros.
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Los granos de la generacion M4 se hicieron germinar durante 48 h tal como se describe en el Ejemplo 2 de
PCT/DK2009/050355 (publicada como W02010/075860). Los granos de la generacion M5 se sometieron a un
procedimiento de micromalteado realizado esencialmente tal como se describe en el Ejemplo 6
de PCT/DK2009/050355 (publicado como WO2010/075860), pero los niveles de HPODE especificos se
determinaron después de 72 h de germinacion, y se omitio el procedimiento de horneado. Los niveles de HPODE 9 y
13 se determinaron dejando que los extractos de proteina en crudo procedentes de embriones germinantes de las
generaciones M4 y M5 del mutante A689 y las muestras de control se incubaran con el acido linoleico del sustrato.
Los productos de reaccion se analizaron mediante HPLC.

Los embriones germinados se diseccionaron a partir de los granos de cebada usando un escalpelo para cortar entre
el escutelo y el endospermo. A continuacion se colocoé cada muestra de 4 embriones entre dos piezas de papel de
pesada, y se machacaron suavemente para producir una harina homogénea. Esta se transfiri6 a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml; se afiadieron 600 pl de un tampdén de acido lactico 200 mM, pH 4,5, y se colocé el tubo en
hielo durante 10 min antes de homogeneizacién adicional usando un mortero de plastico (Kontes). Posteriormente,
se afiadieron 600 ul de H,O a cada tubo, y se centrifugaron las muestras durante 2 min a 20.000xg. Se transfirié una
parte alicuota de 100 ul del sobrenadante resultante a un tubo de centrifuga de 15 ml (Cellstar: n° cat.188271), para
preparar el andlisis de los productos de reaccion después de la accion de LOX 2 ml de un tampdn de fosfato de Na
100 mM, pH 6,5, que contenia 260 pM de &cido linoleico [este sustrato se prepar6 mezclando 10 ml de un tampoén
de fosfato de Na 100 mM, pH 6,5, con 100 pl de una solucién de reserva de acido linoleico 24 Mm]. Esta ultima se
preparé mezclando primero 155 pl de &cido linoleico (correspondiente a 134 mg de &cido libre; L-1376, Sigma) y 257
ul de Tween-20, afiadiendo después H,O hasta completar el volumen de 5 ml, seguido por la adiciéon de 600 pl de
NaOH 1 M, y cuando la solucién se hizo transparente, ajustando el volumen a 20 ml con H,O. Después de una
incubacién de 15 min a ~ 30 rpm en un rotador de tubo de sangre, se afiadieron 2 ml de acetato de etilo, y se
mezclé el contenido de la muestra con agitacién vigorosa durante 5 s para extraer HPODE 9 y 13. A continuacion se
centrifugé la muestra durante 10 min a 800xg, y se transfiri6 1 ml de acetato de etilo a un tubo de microcentrifuga de
1,5 ml, en el que se evaporé el acetato de etilo bajo una corriente de gas nitrogeno. Posteriormente, se
resuspendieron los HPODE en 300 pl de metanol, y se filtraron a través de una membrana de 0,45 pm (Millex-HN
filter. Millipore). El andlisis del contenido de HPODE se realizé por HPLC. Se inyecté un total de 15 pl de cada
muestra en un aparato de HPLC (HP 1100 Series, Hewlett Packard), equipado con una columna Symmetry C18 de
46 x 250 mm (Waters). La fase movil usada fue una mezcla de 16:12:12:10:0.5 (viviviviv) de
agua:metanol:acetonitrilo:tetrahidrofurano:acido trifluoroacético. El flujo de la fase mévil fue de 1 ml min?, y la
presion medida delante de la columna fue de 140 bar. La separacién se realizé a 30°C. La deteccion de
hidroperéxidos de acido linoleico con dobles enlaces conjugados se llevé a cabo a 234 nm.

Ejemplo 4 de PCT/DK2009/050315 (publicado como W02010/063288)
Medidas de actividad de MMT de Mutante 8063

La enzima MMT cataliza la transferencia de un grupo metilo desde SAM a Met, formando SMM (v. FIG. 1B
de PCT/DK2009/050315 (publicado como W02010/063288)). Usando [3H]SAM como sustrato, en el que el grupo
metilo se marca con tritio, es posible llevar un seguimiento de la transferencia de dicho grupo metilo por recuento por
centelleo después de la eliminacion del [3H]SAM restante con carbon activado. Este ultimo compuesto se une al
sustrato, pero no al producto SMM marcado y recién sintetizado (Pimenta y col., 1995). Esto permitié determinar las
actividades de MMT vy el contenido de SMM, el segundo determinado tal como se describe en el Ejemplo 2 de
PCT/DK2009/050315 (publicado como W02010/063288), en extractos de 15 brotes de cada uno de Mutante 8063 y
cv. Prestige (FIG. 4 de PCT/DK2009/050315 (publicado como W02010/063288)). El examen de los datos verifico
que el MMT cataliz6 la formacion de SMM en granos de tipo salvaje, una propiedad que estaba ausente en los
granos de la Mutante 8063.
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Tabla 2. Niveles de DMSP en micro-malteados y micro-macerados
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Descriptor de muestreo (v. FIG. 6A)

1 2 3 4
Tipo de cebada Malta Mosto dulce Mosto hervido Mosto enfriado
Ho/g pg/l
Triple-Nula 0,2 8 6 -
LOX-1 nula-MMT nula 0,4 37 19 -
Secado en horno a LOX-1 nula-LOX-2 nula 21,3 - - -
40°C MMT nula - - - -
LOX-1 nula 17,3 - - -
cv. Power tipo salvaje 21,3 2348 950 -
Triple-Nula 0,2 9 7 -
LOX-1 nula-MMT-nula 0,1 9 8 -
Secado en horno a LOX-1 nula-LOX-2 nula 11,9 - - -
75°C MMT nula - - - -
LOX-1 nula 8,8 - - -
cv. Power tipo salvaje 7,7 1017 393 -
Triple-Nula 0,1 4 5 -
LOX-1 nula-MMT nula 0,1 7 6 -
Secado en horno a LOX-1 nula-LOX-2 nula 5,7 656 247 -
85°C MMT-nula 0,1 5 4 -
LOX-1 nula 6,5 684 212 -
cv. Power tipo salvaje 7,1 880 286 -
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Tabla 3. Niveles de T2N y precursores de T2N (T2N pre.) en micro-malteados y micro-macerados

ES 2600353 T3

Descriptor de muestreo (v. FIG. 6A)

1 4
Malta Mosto enfriado
Tipo de cebada T2N [ T2Npre. | T2N | T2N pre.
ppb
Triple-Nula 0,0 2,3 0,1 3,6
LOX-1 nula-MMT nula 0,0 4.3 0,1 7,5
Secado en horno a LOX-1 nula-LOX-2 nula - - - -
40°C MMT nula - - - -
LOX-1 nula - - - -
cv. Power tipo salvaje 0,1 8,3 0,4 15,7
Triple-Nula 0,1 2,3 0,2 3,3
LOX-1 nula-MMT-nula 0,1 3,1 0,2 4.9
Secado en horno a LOX-1 nula-LOX-2 nula - - - -
75°C MMT nula - - - -
LOX-1 nula - - - -
cv. Power tipo salvaje 0,2 5,2 0,3 8,2
Triple-Nula 0,1 1,8 0,1 2,5
LOX-1 nula-MMT nula 0,1 2,1 0,1 3,1
Secado en horno a LOX-1 nula-LOX-2 nula 0,1 1,8 0,1 2,5
85°C MMT-nula 0,4 4,2 0,4 6,4
LOX-1 nula 0,1 2,2 0,1 6,6
cv. Power tipo salvaje 0,2 4,8 0,1 9,0
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Tabla 4. Niveles de DMSP en micro-macerados

Descriptor de muestreo
Tipo de cebada 2 3 3 4
Mosto dulce 30 min mosto hervido | 60 min mosto hervido | Mosto enfriado
pg/L
cv. Power tipo salvaje 10,9 12,0 6,3 3,8
Triple-Nula 0,1 0,6 0,6 0,3
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Tabla 6. Niveles de precursor de T2N (T2N pre) y de T2N libre en dos tipos de maceraciones en escala piloto.

Descriptor de muestreo (v. FIG. 6B,C)

1 2 | 3 ] 4 1 5 T 6 [ 7 1 8
Tipo de cebada Malta Calentamiento de mosto dulce con evaporacién permitida (min;°C)
0;67 | 22;99 [ 37;101 [ 52;101 [ 67;101 | 82;101 | 142;90
ppb
cv. Quench tipo salvaje T2N pre. - 3,6 4,8 4,3 4,2 3,9 3,9 3,7
) T2N - 0,3 0,3 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1
Triple-Nula T2N pre. - 1,7 1,9 1,6 14 1,4 1,2 1,4
T2N - 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Calentamiento presurizado de mosto dulce (min;°C)
0;69 | 22,99 37,98 52; 98 67; 98 82; 98 142; 80
cv. Quench tipo salvaje T2N pre. - 3,8 4,0 3,9 3,8 3,8 3,8 3,3
T2N - 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Triple-Nula T2N pre. - 1,6 1,8 1,8 1,6 1,5 14 15
T2N - 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
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Tabla 7. DMS, Precursores de T2Ny T2N libre en cerveza fresca y envejecida.

Tipo de Tipo de coccién Condiciones de incubacién de la cerveza
cebada Fresca 2 semanas a
37°C
DMS | Precursores de T2N SO T2N libre
(ppb) T2N libre | (ppm) (ppb)
(ppb) (ppb)

cv. Quench Calentamiento de mosto dulce 65 3,0 0,025 5 0,041

tipo salvaje con evaporacion permitida

Triple-Nula 2 1,3 0,018 3 0,039

cv. Quench Calentamiento presurizado de 151 3,3 0,024 6 0,061

tipo salvaje mosto dulce

Triple-Nula 3 14 0,020 4 0,039
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Tabla 8. Evaluacién sensorial de cerveza fresca y envejecida producidas a partir de malta del cv Quench tipo salvaje
y de Triple-Nula.

Condiciones de incubacion de la cerveza

Fresca 1 semana a 37°C 2 semanas a 37°C
Tipo de | Tipo de Puntaje | Comentarios Puntaje Puntaje Puntaje Puntaje
cebada | coccion de envejecimiento’ | sabor envejecimiento sabor

sabor" papel® papel
cV. Calentamiento 4.4 Perceptiblemente 3,1 2,4 2,4 2,1
Quench | de mosto acido
tipo dulce con Levemente
salvaje | evaporacion oxidado
permitida Levemente DMS

Levemente

sulfidico

Levemente

estérico
Triple- 4,8 Levemente 2,1 1,6 1,9 13
Nula sulfidico

Levemente acido

graso

Levemente

granulado
CV. Calentamiento 2,8 Levemente 3,5 23 3,3 24
Quench | presurizado estérico
tipo de mosto Levemente
salvaje | dulce envejecido

Fuertemente

DMS

Levemente felino

Levemente

granulado
Triple- 4,8 Levemente 2,6 1,9 1,9 11
Nula granulado

Levemente frutal
Levemente acido
Levemente rancio

i En una escala de 1-9, donde 9 es lo mejor
En una escala de 0-5, donde 0 designa una cerveza fresca, y 5 una cerveza muy envejecida
% En una escala de 0-5, donde 5 designa una cerveza con sabor extremo a papel
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Tabla 9. Resumen experimental.

ES 2600353 T3

Secado/horneado Coccion

N° fabricaciéon | Cultivar Programa Temperatura de curado (°C) | Recipiente | Evaporacién (%)
1 Rosalina Normal 85 Abierto 4,5

2 Triple-Nula | Normal 85 Abierto 4,5

3 Rosalina Normal 85 Cerrado 0

4 Triple-Nula | Normal 85 Cerrado 0

5 Rosalina Baja temperatura 75 Abierto 4,5

6 Triple-Nula | Baja temperatura 75 Abierto 4,5
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Tabla 10. DMS y DMSP en muestras de malta.

Secado/horneado DMS DMSP
Cultivar Programa Temperatura de curado
%) (mg/kg) | (mg/kg)
Rosalina Normal 85 4,1 4,7
Rosalina Baja temperatura 75 2,8 16,2
Triple-Nula | Normal 85 <DL* <DL*
Triple-Nula | Baja temperatura 75 <DL* <DL*

* por debajo del limite de deteccién
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Tabla 11. Niveles de DMSP y DMS en dos tipos de coccion en escala piloto.

Secado normal del grano a 85°C y calentamiento con evaporacion permitida del mosto en recipiente abierto.

Tipo de cebada Descriptor de la muestra (v. FIG. 6)
1 | 2 | 3 | 4 | 5 ] 7
Calentamiento del mosto dulce (min;°C)
0; 67 | 22;99 | 37,100 | 52;100 | 82;100 |  142;90
Mo/l
cv. Rosalina tipo salvaje | DMSP 1245 1257 882 759 415 208
DMS 212 190 102 56 31 178
Triple-Nula DMSP traza - - - - traza
DMS traza - - - - traza
Secado normal del grano a 85°C y calentamiento del mosto en recipiente cerrado sin evaporacion.
Tipo de cebada Descriptor de la muestra (v. FIG. 6)
1 | 2 | 3 [ 4 | 5 ] 7
Calentamiento del mosto dulce (min;°C)
0; 67 | 22;99 | 37,100 | 52;100 | 82;100 | 142;90
Ho/L
cv. Rosalina tipo salvaje | DMSP 1180 1061 732 576 398 274
DMS 183 227 410 412 471 709
Triple-Nula DMSP traza - - - - traza
DMS traza - - - - traza
Secado de grano a baja temperatura a 75°C y calentamiento del mosto con evaporacion permitida en recipiente
abierto.
Tipo de cebada Descriptor de la muestra (v. FIG. 6)
1 | 2 | 3 [ 4 | 5 ] 7
Calentamiento del mosto dulce (min;°C)
0; 67 | 22;99 | 37,100 | 52;100 | 82;100 |  142;90
Ho/L
cv. Rosalina tipo salvaje | DMSP 1825 1665 1262 1005 611 376
DMS 155 178 74 32 27 154
Triple-Nula DMSP 11 - - - - 2
DMS 4 - - - - 4
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Tabla 12. Niveles de precursores de T2N (T2N pre) y de T2N libre en mostos de escala piloto producidos utilizando
regimenes variables de horneo y coccion.

Tipo de cebada

Tipo de coccidn *)

Al comienzo del
calentamiento

Mosto calentado

T2N (ppb) | T2N pre (ppb) | T2N (ppb) T2N pre (ppb)
Secado normal a 85°C
cv. Rosalina tipo salvaje Recip ab.; evap. 0,39 5,3 0,21 4,2
Triple-Nula Recip ab.; evap. 0,24 1,8 0,08 1,8
cv. Rosalina tipo salvaje Rec. cerr.; no 0,40 5,3 0,36 4.1
evap.
Triple-Nula Rec. cerr.; no 0,28 2,2 0,11 1,8
evap.
Secado a baja temperatura a
75°C
cv. Rosalina tipo salvaje Recip ab.; evap. 0,21 4.4 0,27 4.7
Triple-Nula Recip ab.; evap. 0,31 1,9 0,18 1,8

*) Abreviaturas: Recipiente abierto (recip. ab.) o cerrado (recip. cerr.); no evaporacion (no. evap.) o evaporacion

permitida (evap.)
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Tabla 13. DMS y T2N libre en cerveza fresca y envejecida.

Tipo de cebada Tipo de coccién DMS T2N libre **) SO> T2N libre ***)
“) (Ppb) (ppb) (ppm) (ppb)
Secado normal a 85°C
cv. Rosalina tipo salvaje Recip ab.; evap. 117 0,011 5 0,055
Triple-Nula Recip ab.; evap. 1 0,011 5 0,018
cv. Rosalina tipo salvaje Rec. cerr.; no 326 0,011 5 0,035
evap.
Triple-Nula Rec. cerr.; no 2 0,012 4 0,017
evap.
Secado a baja temperatura a
75°C
cv. Rosalina tipo salvaje Recip ab.; evap. 174 - 10 -
Triple-Nula Recip ab.; evap 5 - 5 -

*) Abreviaturas: Recipiente abierto (recip. ab.) o cerrado (recip. cerr.); no evaporacién (no. evap.) o evaporacion
permitida (evap.)

**) En cerveza fresca

***) En cerveza incubada durante 2 semanas a 37°C
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Tabla 14 Evaluacion sensorial de cerveza fresca y envejecida producidas a partir de malta del cv. Rosalina tipo

salvaje y de Triple-Nula.

Condiciones de incubacioén de la cerveza

Tipo de cebada Tipq de Fresca 2 semanas a 37°C
coccion *) Puntaje de Comentarios Puntaje Puntaje
sabor" envejecimiento® | sabor papel®
Normal secado de
granos a 85°C
cv. Rosalina tipo salvaje | Recip ab.; 3,4 Levemente sulfidico
evap.
Marcadamente
DMS
Triple-Nula Recip ab.; 57 Levemente amargo 2,4 1
evap. posterior
cv. Rosalina tipo salvaje | Rec. cerr.; 3,1 Fuertemente DMS
no evap.
Triple-Nula Rec. cerr.; 5,0 Levemente acido 2,7 2,0
no evap.
Levemente lupuloso
Levemente acido-
amargo
Levemente
granulado
Secado a baja
temperatura de granos
a75°C
cv. Rosalina tipo salvaje | Recip ab.; 4,8 Levemente frutal
evap. Marcadamente
DMS
Triple-Nula Recip ab; 5,2 Levemente amargo 2,1 0,7
evap.
Levemente acido

*) Abreviaturas: Recipiente abierto (recip ab) o cerrado (rec. cerr.); no evaporacion (no. evap.) o evaporacion

?ermitida (evap.)

En una escala de 1-9, donde 9 es lo mejor
% En una escala de 0-5, donde 0 designa una cerveza fresca, y 5 una cerveza muy envejecida

® En una escala de 0-5, donde 5 designa una cerveza con sabor extremo a papel
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Tabla 15. THA en cervezas producidas a partir de malta del cv Rosalina y mutante Triple-Nula.

. Tipo de coccién * 9.12.13-Hodea | 9.10.13-Hodea 9.12.13-Hodea/
Tipo de cebada P : (mg/l) (mg/l) 9.10.13-Hodea
Secado normal a 85°C

cv. Rosalina tipo salvaje Recip ab.; evap. 3,68 0,84 4.4
Triple-Nula Recip ab.; evap. 0,75 0,29 2,5
cv. Rosalina tipo salvaje Rec. cerr.; no 3,28 0,78 4,2
evap.
Triple-Nula Rec. cerr.; no 0,51 0,23 2,2
evap.
Secado a baja temperatura a
75°C
cv. Rosalina tipo salvaje Recip ab.; evap. 3,77 0,8 4.7
Triple-Nula 0,49 0,22 2,2

*) Abreviaturas: Recipiente abierto (recip ab) o cerrado (rec. cerr.); no evaporacion (no. evap.) o0 evaporacion
permitida (evap.)
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Tabla 16 Listado de secuencias

SEQ ID NO Corresponde a Descripcion

SEQ ID NO:1 SEQ ID NO:1 de la solicitud de patente | ADNg de cebada del cv. Barke que abarca los
internacional W02005/087934 codones inicio y terminacién del gen que codifica

LOX-1

SEQ ID NO:2 SEQ ID NO:2 de la solicitud de patente | ADNg de cebada del mutante D112 que abarca la

internacional W0O2005/087934 regién entre los codones inicio y terminacién del
gen correspondiente que codifica LOX-1 del cv.
Barke

SEQ ID NO:3 SEQ ID NO:3 de la solicitud de patente | Secuencia proteica de la extension completa de la
internacional W02005/087934 proteina LOX-1 del cv. Barke

SEQ ID NO:4 SEQ ID NO:4 de la solicitud de patente | Secuencia proteica de LOX-1 truncada, inactiva
internacional W02005/087934 del mutante D112

SEQ ID NO:5 SEQ ID NO:1 de la solicitud de patente | La secuencia de ADN genomico de tipo salvaje
internacional PCT/DK2009/050355 que codifica LOX-2 a partir del cv. Barke.
publicada como W02010/075860

SEQ ID NO:6 SEQ ID NO:2 de la solicitud de patente | La secuencia del ADN gendmico de LOX-2
internacional PCT/DK2009/050355 mutante a partir de cebada mutante A689.
publicada como W02010/075860

SEQ ID NO:7 SEQ ID NO:5 de la solicitud de patente | La secuencia de la proteina de longitud completa
internacional PCT/DK2009/050355 de LOX-2 de cebada tipo salvaje, cv. Barke.
publicada como W02010/075860

SEQ ID NO:8 SEQ ID NO:6 de la solicitud de patente | La secuencia de la proteina mutante LOX-2 que
internacional PCT/DK2009/050355 | carece de actividad de LOX-2 a partir de cebada
publicada como W02010/075860 mutante A689.

SEQ ID NO:9 SEQ ID NO 3: de la solicitud de patente | ADNg de cebada del cv. Prestige, secuencia
internacional PCT/DK2009/050315 | gendmica que abarca los codones inicio y
publicada como W02010/063288 terminacion del gen para MMT.

SEQ ID NO:10 | SEQ ID NO:8 de la solicitud de patente | ADNg de cebada del Mutante 8063, secuencia
internacional PCT/DK2009/050315 | gendmica para MMT que abarca los codones de
publicada como W02010/063288 inicio y terminacién del gen para MMT.

SEQ ID NO:11 | SEQ ID NO:16 de la solicitud de patente | ADNg de cebada del cv. Sebastian, secuencia
internacional PCT/DK2009/050315 | genomica para MMT que abarca los codones de
publicada como W02010/063288 inicio y terminacién del gen para MMT.

SEQ ID NO:12 | SEQ ID NO:19 de la solicitud de patente | ADNg de cebada del Mutante 14018, secuencia
internacional PCT/DK2009/050315 | gendmica para MMT que abarca los codones de
publicada como W02010/063288 inicio y terminacién del gen para MMT.

SEQ ID NO:13 | SEQ ID NO:6 de la solicitud de patente | Secuencia para MMT de cebada del cv. Prestige.
internacional PCT/DK2009/050315
publicada como W02010/063288

SEQ ID NO:14 | SEQ ID NO:18 de la solicitud de patente | Secuencia para MMT de cebada del cv.
internacional PCT/DK2009/050315 | Sebastian.
publicada como
W02010/063288

SEQ ID NO:15 | SEQ ID NO:22 de la solicitud de patente | Secuencia completa traducida derivada de error
internacional PCT/DK2009/050315 | en splicing de ARN del Mutante
publicada como W02010/063288 14018 de cebada.

SEQ ID NO:16 | SEQ ID NO:24 de la solicitud de patente | Secuencia completa traducida derivada de error
internacional PCT/DK2009/050315 | en splicing de ARN del Mutante
publicada como W02010/063288 14018 de cebada.

SEQ ID NO:17 | SEQ ID NO:26 de la solicitud de patente | Secuencia completa traducida derivada de error

internacional PCT/DK2009/050315
publicada como W02010/063288

en splicing del Mutante 14018 de cebada.
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<110> Carlsberg Breweries A/S Heineken Supply Chain B.V.

<120> Procedimiento de fabricacién de cerveza con ahorro de energia

<130> P2253PC00

<160> 20

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 4165
<212> ADN
<213> Hordeum vulgare cv. Barke

<400>1

atgctgctgg
ggcacggtgg
atcgacggca
gcegtegace
tatttctttc
agataggata
aaaagagaca
tcgagacaaa
acggcacgtc
caatcagcag
ggaagtagta
aagcaggata
tacgtggtgg
agtgggtgac
actgggaggt
ccgagttect
ccttegtege
tcgecaacga
gtcattcatg
accacttagce
cagatcgaca

aaataactgt

gagggctgat
tgctcatgeg
tcggegagtt
aaggtaatca
gtgtgggccg
gctagcecetg
acagcatgca
gcaacacaac
aaaagcaaca
gctataaaca
gccatgaaaa
cgtggcatgt
tgcagacaac
gagcctgeceg
ggagaagctc
gcttaaaacc
caactcatgg
cgtgegtgga
gtcgatcatt
agtacgtaca
caagattgaa

tgcacggatc

cgacaccctc
caagaacgtg
ccteggecaag
ctaccctect
gcggecatgg
gceggtegte
tgcatggtge
aagcaaggac
caaacctaaa
gttgtcatca
attaaatcac
atagttcttg
ggcggtcgeg
tcgctgacga
ggggtgccgg
atcaccctce
atctaccecg
ttttectceta
aagtcttgecc
ttatttattc
tgaaagttgc

cacccacatg

acgggggcga
ctggacctca
ggcgtcaccet
ccggecttet
atggatggat
tttacctgag
gcgcaccaga
gacacgtcaa
ctaaagcaca
aaaacaacgc
cgggegttge
taagtaaact
ggaaggtggg
cgggggagte
gcgccategt
acgacgtcce
ccgccaacta
ctttectcte
aggacaatag
cgtgttggta
accgtggcac

attgttttca

75

acaagagcgc
acgacttcgg
gccagcttat
cctetgttta
gtgtctggat
catgggcata
ccacgcagag
aagcaacaca
aagacgtaag
tggaagagag
tectttgececca
aagcatgtga
cgcggaggcg
caagttcgge
cgtcaacaac
cggccgcage
ccgatacage
ctttcatttt
atgatgagct
gaaaaggata
cgtggcagcg

tgaataaact

ccggctcaag
cgccaccatce
cagctccacce
caagatatag
cggctaaaga
tgccatecgaa
caccggatgce
acaagcaagg
agcaagcaca
agagaaggaa
acaattaatc
tatgagaagg
gagctggage
ctcaccttcg
taccacagcet
ggcaacctca
cgegtcttcet
caccgccectte
aggagtggtt
tggtttggtg
tggtaggtga

ttttaaggat

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

1020
1080
1140
1200
1260

1320



gtgtctagece
agcataaaaa
atttagatat
tttgtaagat
cattatgtag
aacataactt
cagatgccgg
gaccagcagg
cteggegagyg
cgcacggagc
gagcagatct
ggctactcca
accaccceccg
aagctgceccca
aaggacctce
caggagaaca
gtcaacccgg
tgtatggtgt
tgctgecatge
ccacaccagc
gcaggtaatt
tgtagataat
ggtttgaaat
gttecatgecg
gaccctctte
gcccatcatce
cggcteegte
cgggtggcac
tcgatgcaca
cggtgatgga
acaagcetgct

cgctcatcaa

acatctagat
gaaaaggaaa
gcaatattta
ttcactatgg
tctataataa
tttaatagta
cggcgctgaa
gcccgtacca
gcecgececat
gcaagcccaa
acgtgecegeg
tcaaggccat
gcgagttcga
aggtggccge
tccecgtegg
agcaggcgtg
tcatgatcac
ccatggtgag
atgcaggagt
accatcacgg
ggtccaagcc
ttggcttegt
ttgcaggege
ttcectgateg
tteectgegeg
cagggcggcece

gaaggctggg

cagctcgtceca
acaactgatc
gcegttegtg
gagcccgeac

cgceggegge
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gcatgtcaca
aaaatactca
tettacatct
acaacatacg
aatctttaaa
atgttgcacg
gccgtacege
ggagcacgac
ccteggegge
cgccagcgac
ggacgagaag
cacgcagggce
ctccttecag
cctggaggag
cggcgactee
gaggaccgac
gegtetcacg
aaagtgcaga
tcecgecaaa
cggagcacat
atcgacatca
tgcaattaat
tggaaagcaa
acgtcaacaa
gcgacggeag
ttaccacgge
tgtgggagct
gccactggta
gaaatatgat
atctcgacga
taccgegaca

atcttcgaga

taattattgce
catatctcga
aaacctttct
aaacaaaatc
agatcgtata
gctccacact
gacgacgage
cgcatctacc
aactccgacce
ccgagectgg
tteggeccace
atcctgecegg
gacatcatca
ctcegtaage
ctgcttaagce
gaggagttcg
gtgagfcagc
tcttgatttg
aagtagtctg
agagaagaac
actatgattt
ttgatgctgg
caggctgtac
cctgecegge
gctcacgeeg
caagagcaag
cgccaaggec
cgttctccac
tgattgaaac
accggcacct
ccatgaccat

tgacggtgtt

76

ataccaaaac
cgtaagatca
tcattcctaa
agtggatctc
ttttgcaacyg
cgcagacgta
tcecggaacct
gctacgacgt
acccttacce
agagccggcet
tcaagacgte
ccgtgegeac
acctctatga
agttcccget
tceccegtgee
cacgggaggt
gattatttgt
cgttgggteg
gaccctagca
ctecgagggec
acctaggagt
ccgatcaagt
atccttgatc
aacttcatct
ctagecateg
gtttacacge
tacgtcgeceg
ggtcgatgtg
gcgcaggetg
tagegtgacg
caacgcgctg

ccegggeaag

gattaaatta
atgatatagt
atataagaca
tctatgecatt
gagggagtaa
cctgecgage
gcgtggcgac
ctacaacgac
gcgecegeggce
gtcgetgetg
cgacttectg
ctacgtggac
gggcggeate
ccagctcatc
ccacatcatc
gctegecgge
tcattgtgtg
catgcacgca
agtttggtga
tcacggtgceca
aattggtagc
gatcgtattg
accatgaccg
acgccacgag
agctgagcga
cggtgcccag
tcaatgactce
attcagtcag
aacactcacg
cacceggtge
gcgcggcaga

ttecgegttgg

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
13920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3120

.3180

3240
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<210>2

ggatgtcgge
tcatcaagag
ctcactgaca
cccgtacaag
ctggcacgcce
cgtgctgcag
cggcgaccte
ggcgtgcace
gtacccctac
gcccggcacg
catcacgagce
ctcctecgac
ggccctggag
gggcatgaac
gctgctctac

catccccaac

<211> 4165
<212> ADN
<213> Hordeum vulgare mutante D112

<400> 2

atgctgctgg
ggcacggtgg
atcgacggca
gccgtcgacce
tatttettte
agataggata
aaaagagaca
tcgagacaaa
acggcacgtc
caatcagcag
ggaagtagta

aagcaggata

cgtggtgtac
gtacgtacct
ggaacgtggt
gtgcggttge
attgagcagt
ggcgatacgg
aaggacgccc
accatcatct
gcggggttcc
gaggagtacg
cagatccaga
gagctgtacc
gtgttcaagc
catgacccgg
cccaacacct

agcatctcca

gagggctgat
tgctcatgeg
tcggcgagtt
aaggtaatca
gtgtgggceg
gctagecectg
acagcatgca
gcaacacaac
aaaagcaaca
gctataaaca

gccatgaaaa

cgtggcatgt

ES 2600353 T3

aaggactgga
ggtaaatgtt
aaaaaaaatg
tggtgtegga
acgtgagcga
aggtgcaggce
catggtggcce
ggatcgggte
tceccgaacceg
cggagctgga
ccatcatcgg
tcgggecageg
ggttcagcga
agctcaagaa
ccgaccacaa

tctaa

cgacaccctc
caagaacgtg
cctcggcaag
ctaccctect
gcggecatgg
gcecggtegte
tgcatggtgce
aagcaaggac
caaacctaaa
gttgtcatca
attaaatcac

atagttettg

agttcaccga
atgaatgtgt
caggggcatg
ctacccgtac
gtacctggece
gtggtggaag
caagatgcaa
ggcgctgecat
gcegacggtg
gcgcgacceg
cgtgtegetg
ggacacgccyg
ccggctggtg
ccgcaacggce

gggcgcecget

acgggggcga
ctggacctca
ggcgtcacct
ceggecttet
atggatggat
tttacctgag
gcgcaccaga
gacacgtcaa
ctaaagcaca
aaaacaacgc
cgggegttge

taagtaaact

77

gcagggactg
aaaacaaatt
gcggtggagg
gcggcggacg
atctactacc
gagacgcgcg
agtgtgcecgg
gcggcagtca
agccggegec
gagcgggect
ctggaggtgce
gagtggacct
gagatcgaga
ccggctaagt

gccgggcetta

acaagagcgce
acgacttcgg
gccagcttat
cctctgttta
gtgtctggat
catgggcata
ccacgcagag
aagcaacaca
aagacgtaag
tggaagagag
tctttgecca

aagcatgtga

ccggacgatce
gggcgtcteg
acccgtegag
ggctggegat
cgaacgacgg
aggtcgggca
agctggccaa
acttcgggca
gcatgcegga
tcatccacac
tgtcgaageca
cgéacccaaa
gcaaggtggt
ttcectacat

ccgccaaggg

ccggctcaag
cgccaccate
cagctccacc
caagatatag
cggctaaaga
tgccatcgaa
caccggatge
acaagcaagg
agcaagcaca
agagaaggaa
acaattaatc

tatgagaagg

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4165

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



tacgtggtgg
agtgggtgac
actgggaggt
ccgagttect
ccttegtege
tcgecaacga
gtcattcatg
accacttage
cagatcgaca
aaataactgt
gtgtctagece
agcataaaaa
atttagatat
tttgtaagat
cattatgtag
aacataactt
cagatgeccgg
gaccagcagg
ctcggegagg
cgcacggagce
gagcagatct
ggctactcca
accaccececg
aagctgccca
aaggacctce
caggagaaca
gtcaacccgg
tgtatggtgt
tgctgcatge
ccacaccagc

gcaggtaatt

tgcagacaac
gagcctgecg
ggagaagctc
gcttaaaacce
caactcatgg
cgtgegtgga
gtcgatcatt
agtacgtaca
caagattgaa
tgcacggatc
acatctagat
gaaaaggaaa
gcaatattta
ttcactatgg
tctataataa
tttaatagta
cggcegctgaa
gcccgtacca
gccgecccat
gcaagcccaa
acgtgececgeg
tcaaggccat
gcgagttcga
aggtggecge
tcecegtegg
agcaggegtg
tcatgatcac
ccatggtgag
atgcaggagt
accatcacgg

ggtccaagcce

ES 2600353 T3

ggcggtegeg
tcgctgacga
ggggtgcecgyg
atcaccctcece
atctacceceg
ttttectecta
aagtcttgece
ttatttattc
tgaaagttgc
cacccacatg
gcatgtcaca
aaaatactca
tcttacatct
acaacatacg
aatctttaaa
atgttgcacg
gccgtacege
ggagcacgac
cctecggegge
cgccagcgac
ggacgagaag
cacgcagggc
ctecttecag
cctggaggag
cggcgactce
gaggaccgac
gcgtctcacg
aaagtgcaga
tcececgeccaaa
cggagcacat

atcgacatca

ggaaggtggyg
cgggggagtc
gcgecategt
acgacgtccc
ccgccaacta
ctttectete
aggacaatag
cgtgttggta
accgtggcac
attgttttca
taattattge
catatctcga
aaacctttct
aaacaaaatc
agatcgtata
gctceccacact
gacgacgagce
cgcatctacc
aactccgacce
ccgagectgg
ttcggecace
atcctgccgg
gacatcatca
cteccgtaage
ctgecttaage
gaggagtteg
gtgagtcagc
tcttgatttg
aagtagtctg
agagaagaac

actatgattt

78

cgcggaggcg
caagttegge
cgtcaacaac
cggccgeage
ccgatacage
ctttcatttt
atgatgagct
gaaaaggata
cgtggcagcg
tgaataaact
ataccaaaac
cgtaagatca
tcattcctaa
agtggatctce
ttttgcaacg
cgcagacgta
tceggaacct
gctacgacgt
acccttacce
agagccggcet
tcaagacgtc
ccgtgegeac
acctctatga
agttcccgcet
tceceegtgee
cacgggaggt
gattatttgt
cgttgggtcg
gaccctagca
ctcgagggcce

acctaggagt

gagctggagc
ctcaccttceg
taccacagct
ggcaacctca
cgcgtecttet
caccgcctte
aggagtggtt
tggtttggtg
tggtaggtga
ttttaaggat
gattaaatta
atgatatagt
atataagaca
tctatgcecatt
gagggagtaa
cctgcecgage
gcgtggegac
ctacaacgac
gcgecgegge
gtcgetgetg
cgacttcctg
ctacgtggac
gggcggeatc
ccagctcate
ccacatcatc
gctecgecgge
tcattgtgtg
catgcacgca
agtttggtga
tcacggtgca

aattggtagce

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580
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<210> 3

tgtagataat
ggtttgaaat
gttcatgeceg
gaccctctte
gcccatcatc
cggctecegte
cgggtggcac
tcgatgcaca
cggtgatgga
acaagctgct
cgctcatcaa
ggatgtcgge
tcatcaagag
ctcactgaca
cccgtacaag
ctggcacgece
cgtgctgcag
cggcgacctce
ggcgtgcacc
gtacccctac
gcccggcacg
catcacgagc
ctcctecgac
ggccctggag
gggcatgaac
gctgcetctac

catccccaac

<211> 862
<212> PRT
<213> Hordeum vulgare cv. Barke

<400> 3

Met Leu Leu Gly Gly Leu Ile Asp Thr Leu Thr Gly Ala Asn Lys Ser

ttggcttegt
ttgcaggcge
ttecectgatceg
ttectgegeg
cagggcggcece
gaaggctggg
cagctcegtceca
acaactgatc
gcegttcegtg
gagcccgcac
cgcecggegge
cgtggtgtac
gtacgtacct
ggaacgtggt
gtgcggttge
attgagcagt
ggcgatacgg
aaggacgcce
accatcatct
gcggggttee
gaggagtacg
cagatccaga
gagctgtacce
gtgttcaagce
catgacccgg
cccaacacct

agcatctcca

ES 2600353 T3

tgcaattaat
tggaaagcaa
acgtcaacaa
gcgacggcag
ttaccacgge
tgtgggaget
gccactggta
gaaatatgat
atctcgacga
taccgcgaca
atcttegaga
aaggactgga
ggtaaatgtt
aaaaaaaatqg
tggtgtcgga
acgtgagcga
aggtgcaggc
catggtggce
ggatcgggtc
tcececgaaccg
cggagctgga
ccatcatcgg
tcgggcageg
ggttcagcga
agctcaagaa
ccgaccacaa

tctaa

ttgatgctgg
caggctgtac
cctgeecegge
gctcacgecg
caagagcaag
cgccaaggcce
cgttectecac
tgattgaaac
accggcacct
ccatgaccat
tgacggtgtt
agttcaccga
atgaatgtgt
caggggcatg
ctacccgtac
gtacctggece
gtgatggaag
caagatgcaa
ggcgctgeat
gccgacggtg
gcgcgacccg
cgtgtegetg
ggacacgccg
ceggetggtg
ccgcaacggce

gggcgeeget

79

ccgatcaagt
atccttgatce
aacttcatct
ctcgecatceg
gtttacacgce
tacgtcgeceg
ggtcgatgtg
gcgeaggetg
tagcgtgacg
caacgcgcectg
cccgggeaag
gcagggactg
aaaacaaatt
gceggtggagg
gcggcggacg
atctactacc
gagacgcgcg
agtgtgccgg
gcggcagtca
agccggegece
gagegggect
ctggaggtgce
gagtggacct
gagatcgaga
ccggctaagt

geccgggetta

gatcgtattg
accatgaccg
acgccacgag
agctgagcga
cggtgcccag
tcaatgactc
attcagtcag
aacactcacg
cacccggtgce
gcgecggcaga
ttcgegttgg
ccggacgatc
gggegteteg
acccgtcegag
ggctggegat
cgaacgacgg
aggtcgggea
agctggccaa
acttcgggceca
gcatgccgga
tcatccacac
tgtcgaageca
cggacccaaa
gcaaggtggt
ttccctacat

ccgccaaggg

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

4165



Ala

Leu

Gly

Asp

65

Trp

Leu

val

Leu

Ser

145

Ala

Tyr

Pro

Leu

Pro

225

Leu

Arg

Asn

Lys

50

Asn

val

Thr

val

His

130

Trp

Asn

Arg

Tyr

Gly

210

Arg

Glu

Leu

Asp

35

Gly

Gly

Thr

Phe

Asn

115

Asp

Ile

Asp

Asp.

Gln

195

Glu

Arg

Ser

Lys

20

Phe

vVal

Gly

Ser

Asp

100

Asn

Val

Tyr

Thr

Asp

180

Glu

Gly

Gly

Arg

Gly

Gly

Thr

Arg

Leu

Trp

Tyr

Pro

Pro

Tyr

165

Glu

His

Arg

Arg

Leu
245

ES 2600353 T3

Thr

Ala

Cys

Gly

Pro

Glu

His

Gly

Ala

150

Leu

Leu

Asp

Pro

Thr

230

Ser

val

Thr

Gln

55

Lys

Ser

val

Ser

Arg

135

Ala

Pro

Arg

Ile
215

Glu

Leu

Val Leu
25

Ile Ile
40

Leu Ile
Vval Giy
Leu Thr
Glu Lys

105

Ser Glu
120

Ser Gly
Asn Tyr
Ser Gln
Asn Leu

185

Ile Tyr
200
Leu Gly

Arg Lys

Leu Glu

80

10

Met

Asp

Ser

Ala

Thr

90

Leu

Phe

Asn

Arg

Met

170

Arg

Gly

Pro

Gln
250

Arg

Gly

Ser

Glu

75

Gly

Gly

Leu

Leu

Tyr

155

Pro

Gly

Tyr

Asn

Asn

235

Ile

Lys

Ile

Thr

Ala

Glu

val

Leu

Thr

140

Ser

Ala

Asp

Ser
220

Ala

Tyr

Asn

Gly

Ala

Glu

Ser

Pro

Lys

125

Phe

Arg

Ala

Asp

val

205

Asp

Ser

val

val

30

Glu

vVal

Leu

Lys

Gly

110

Thr

val

vVal

Leu

Gln

190

Tyr

His

Asp

Pro

15

Leu

Phe

Asp

Glu

Phe

95

Ala

Ile

Ala

Phe

Lys

175

Gln

Asn

Pro

Pro

Arg
255

Asp

Leu

Gln

Gln

Gly

Ile

Thr

Asn

Phe

160

Pro

Gly

Asp

Tyr

Ser

240

Asp



Glu

Lys

Thr

Glu

305

Lys

Asp

Gln

vVal

Sexr

385

Glu

Glu

Phe

Ile
465

Ser

Trp

Lys

Ala

Thr

290

Gly

Gln

Ser

Ala

Asn

370

Leu

His

Ser

Leu

Thr

450

Glu

Lys

Glu

Phe

Ile

275

Pro

Gly

Phe

Leu

Trp

355

Pro

Asp

Ile

Asn

Ile

435

Leu

Leu

val

Leu

Gly

260

Thr

Gly

Tle

Pro

Leu

340

Arg

val

Pro

Glu

Arg

420

Asp

Phe

Ser

Tyr

Ala
500

His

Gln

Glu

Lys

Leu

325

Lys

Thr

Met

Ser

Lys

405

Leu

val

Phe

Glu

Thr

485

Lys

ES 2600353 T3

Leu

Gly

Phe

Leu

310

Gln

Leu

Asp

Ile

Lys

390

Asn

Tyr

Asn

Leu

Pro

470

Pro

Ala

Lys

Ile

Asp

295

Pro

Leu

Pro

Glu

Thr

375

Phe

Leu

Ile

Asn

Arg

455

Ile

val

Tyr

Thr

Leu

280

Ser

Lys

Ile

val

Glu

360

Arg

Gly

Glu

Leu

Leu

440

Gly

Ile

Pro

val

Ser

265

Pro

Phe

Val

Lys

Pro

345

Phe

Leu

Asp

Gly

Asp

425

Pro

Asp

Gln

Ser

Ala
505

81

Asp

Ala

Gln

Ala

Asp

330

His

Ala

Thr

His

Leu

410

His

Gly

Gly

Gly

Gly

490

Val

Phe

val

Asp

Ala

315

Leu

Ile

Arg

Glu

Thr

395

Thr

His

Asn

Arg

Gly

475

Ser

Asn

Leu

Arg

Ile

300

Leu

Leu

Ile

Glu

Phe

380

Ser

val

Asp

Phe

Leu

460

Leu

Vval

Asp

Gly

Thr

285

Ile

Glu

Pro

Gln

val

365

Pro

Thr

Gln

Arg

Ile

445

Thr

Thr

Glu

Ser

Tyr

270

Tyr

Asn

Glu

val

Glu
350

Leu

Pro

Ile

Gln

Phe

430

Tyr

Pro

Thr

Gly

Gly
510

Ser

Vval

Leu

Leu

Gly

335

Asn

Ala

Lys

Thr

Ala

415

Met

Ala

Leu

Ala

Trp

495

Trp

Ile

Asp

Tyr

Arg

320

Gly

Lys

Gly

Ser

Ala

400

Leu

Pro

Thr

Ala

Lys

480

val

His



Gln

val

Leu

545

Arg

Pro

Lys

Ala

Asp

625

Gln

Leu

val

Ser

Ser

705

Phe

Gly

Ile

Leu

Ile

530

Leu

Gln

Gly

Phe

Val

610

Tyr

Tyr

Gln

Gly

val

690

Ala

Leu

Thr

His

vVal

515

Ser

Ser

Thr

Lys

Thr

595

Glu

Pro

val

Gly

His

675

Pro

Leu

Pro

Glu

Thr
755

Ser

Thr

Pro

Leu

Phe

580

Glu

Asp

Tyr

Ser

Asp

660

Gly

Glu

His

Asn

Glu

740

Ile

His

Asn

His

Ile

565

Ala

Gln

Pro

Ala

Glu

645

Thr

Asp

Leu

Ala

Arg

725

Tyr

Thr

ES 2600353 T3

Trp

Arg

Tyr

550

Asn

Leu

Gly

Ser

Ala

630

Tyr

Glu

Leu

Ala

Ala

710

Pro

Ala

Ser

Leu

His

535

Arg

Ala

Gly

Leu

Ser

615

Asp

Leu

val

Lys

Lys

695

Val

Thr

Glu

Gln

Asn
520
Leu
Asp
Gly
Met
Pro
600
Pro
Gly
Ala
Gln
Asp
680
Ala
Asn
val

Leu

Ile
760

Thr

Ser

Thr

Gly

Ser

585

Asp

Tyr

Leu

Ile

Ala

665

Ala

Cys

Phe

Ser

Glu

745

Gln

82

His

val

Met

Ile

570

Ala

Asp

Lys

Ala

Tyr

650

Trp

Pro

Thr

Gly

Arg

730

Arg

Thr

Ala

Thr

Thr

555

Phe

vVal

Leu

Val

Ile

635

Tyr

Trp

Trp

Thr

Gln

715

Arg

Asp

Ile

Val

His

540

Ile

Glu

vVal

Ile

Arg

620

Trp

Pro

Lys

Trp

Ile

700

Tyr

Pro

Ile

Met

525

Pro

Asn

Met

Tyr

Lys

605

Leu

His

Asn

Glu

Pro

685

Ile

Pro

Met

Glu

Gly
765

Glu

val

Ala

Thr

Lys

590

Arg

Leu

Ala

Asp

Thr

670

Lys

Trp

Tyr

Pro

Arg

750

val

Pro

His

Leu

val

575

Asp

Gly

Vval

Ile

Gly

655

Arg

Met

Ile

Ala

Glu

735

Ala

Ser

Phe
Lys
Ala
560
Phe
Trp
Met
Ser
Glu
640
val
Glu
Gln
Gly
Gly
720
Pro

Phe

Leu
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Leu

Arg
785

Lys

Met

Pro

Ala

<210>4
<211> 665
<212> PRT

Glu

770

Asp

Arg

Asn

Tyr

Gly
850

val

Thr

Phe

His

Met

835

Leu

Leu

Pro

Ser

Asp

820

Leu

Thr

Ser

Glu

Asp

805

Pro

Leu

Ala

<213> Hordeum vulgare mutante D112

<400> 4

Met

Ala

Leu

Gly

Asp

65

Trp

Leu

Val

Leu

Arg

Asn

Lys

50

Asn

Vval

Thr

Val

Leu

Leu

Asp

35

Gly

Gly

Thr

Phe

Asn
115

Gly

Lys

20

Phe

Val

Gly

Ser

Asp

100

Asn

Gly

Gly

Gly

Thr

Arg

Leu

85

Trp

Tyr

ES 2600353 T3

Lys

Trp

790

Arg

Glu

Tyx

Lys

Leu

Thr

Ala

Cys

Gly

70

Pro

Glu

His

His

775

Thr

Leu

Leu

Pro

Gly
855

Ile

Val

Thr

Gln

55

Lys

Ser

Val

Ser

Ser Ser

Ser Asp

Val Glu

Lys Asn
825

Asn Thr
840

Ile Pro

Asp Thr

Val Leu
25

Ile Ile
40

Leu Ile

Val Gly

Leu Thr

Glu Lys

105

Ser Glu
120

83

Asp

Pro

Ile

810

Arg

Ser

Asn

Leu

10

Met

Asp

Ser

Ala

Thr

90

Leu

Phe

Glu

Lys

795

Glu

Asn

Asp

Ser

Thr

Arg

Gly

Ser

Glu

75

Gly

Gly

Leu

Leu
780

Ala

Ser

Gly

His

Ile
860

Gly

Lys

Ile

Thr

60

Ala

Glu

val

Leu

Tyr

Leu

Lys

Pro

Lys

845

Ser

Ala

Asn

Gly

45

Ala

Glu

Ser

Pro

Lys
125

Leu

Glu

val

Ala

830

Gly

Ile

Asn

val

Glu

val

Leu

Lys

Gly

110

Thr

Gly

Val

val

815

Lys

Ala

Lys

15

Leu

Phe

Asp

Glu

Phe

95

Ala

Ile

Gln

Phe

800

Gly

Phe

Ala

Ser

Asp

Leu

Gln

Gln

80

Gly

Ile

Thr



Leu

Ser

145

Ala

Tyr

Pro

Leu

Pro

225

Leu

Glu

Lys

Thr

Glu

305

Lys

Asp

Gln

val

His

130

Trp

Asn

Arg

Tyr

Gly

210

Arg

Glu

Lys

Ala

Thr

290

Gly

Gln

Ser

Ala

Asn

Asp

Ile

Asp

Asp

Gln

195

Glu

Arg

Ser

Phe

Ile

275

Pro

Gly

Phe

Leu

Trp

355

Pro

Val

Tyr

Thr

Asp

180

Glu

Gly

Gly

Arg

Gly

260

Thr

Gly

Ile

Pro

Leu

340

Arg

Val

Pro

Pro

Tyr

165

Glu

His

Arg

Leu
245
His
Gln
Glu
Lys
Leu
325
Lys

Thr

Met
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Gly

Ala

150

Leu

Leu

Asp

Pro

Thr

230

Ser

Leu

Gly

Phe

Leu

310

Gln

Leu

Asp

Ile

Arg

135

Ala

Pro

Arg

Arg

Ile

215

Glu

Leu

Lys

Ile

Asp

295

Pro

Leu

Pro

Glu

Thr

Ser Gly

Asn Tyr

Ser Gln

Asn Leu
185

Ile Tyr
200

Leu Gly

Arg Lys

Leu Glu

Thr Ser
265

Leu Pro
280

Ser Phe

Lys Val

Ile Lys

Val Pro

345

Glu Phe
360

Arg Leu

84

Asn

Met

170

Arg

Arg

Gly

Pro

Gln

250

Asp

Ala

Gln

Ala

Asp

330

His

Ala

Thr

Leu

Tyr

155

Pro

Gly

Tyr

Asn

Asn

235

Ile

Phe

val

Asp

Ala

315

Leu

Ile

Arg

Glu

Thr

140

Ser

Ala

Asp

Asp

Ser

220

Ala

Tyr

Leu

Arg

Tle

300

Leu

Leu

Ile

Glu

Phe

Phe

Arg

Ala

Asp

Val

205

Asp

Ser

val

Gly

Thr

285

Ile

Glu

Pro

Gln

val

365

Pro

val

val

Leu

Gln

190

Tyr

His

Asp

Pro

Tyr

270

Tyr

Asn

Glu

val

Glu

350

Leu

Pro

Ala

Phe

Lys

175

Gln

Asn

Pro

Pro.

Arg

255

Ser

Val

Leu

Leu

Gly

335

Asn

Ala

Lys

Asn

Phe

160

Pro

Gly

Asp

Tyr

Ser

240

Asp

Ile

Asp

Tyr

Arg

320

Gly

Lys

Gly

Ser



Ser

385

Glu

Glu

Phe

Arg

Ile

465

Ser

Trp

Gln

Val

Leu

545

Pro

Lys

Ala

370

Leu
His
Ser
Leu
Thr
450
Glu
Lys
Glu
Leu
Ile
530
Leu
Gln
Gly

Phe

vVal
610

Asp

Ile

Asn

Ile

435

Leu

Leu

Val

Leu

val

515

Ser

Ser

Thr

Lys

Thr

595

Glu

Pro

Glu

Arg

420

Asp

Phe

Ser

Tyr

Ala

500

Ser

Thr

Pro

Leu

Phe

580

Glu

Asp

Ser
Lys
405
Leu
Val
Phe
Glu
Thr
485
Lys
His
Asn
His
Ile
565
Ala

Gln

Pro
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Lys

390

Asn

Tyr

Asn

Leu

Pro

470

Pro

Ala

Trp

Arg

Tyr

550

Asn

Leu

Gly

Ser

375

Phe

Leu

Ile

Asn

Arg

455

Ile

val

Tyr

Leu

His

535

Arg

Ala

Gly

Leu

Ser
615

Gly Asp

Glu Gly

Leu Asp
425

Leu Pro
440

Gly Asp

Ile Gln

Pro Ser

Val Ala
505

Asn Thr
520

Leu Ser

Asp Thr

Gly Gly

Met Ser

585

Pro Asp
600

Pro Tyr

85

His

Leu

410

His

Gly

Gly

Gly

Gly

490

val

His

Val

Met

Ile

570

Ala

Asp

Lys

Thr
395
Thr
His
Asn
Arg
Gly
475
Ser
Asn
Ala
Thr
Thr
555
Phe
Vval

Leu

val

380

Ser

val

Asp

Phe

Leu

460

Leu

vVal

Asp

Val

His

540

Ile

Glu

val

Ile

Arg
620

Thr

Gln

Arg

Ile

445

Thr

Thr

Glu

Ser

Met

525

Pro

Asn

Met

Tyr

Lys

605

Leu

Ile

Gln

Phe

430

Tyr

Pro

Thr

Gly

Gly

510

Glu

val

Ala

Thr

Lys

590

Arg

Leu

Thr

Ala

415

Met

Ala

Leu

Ala

Trp

495

Pro

His

Leu

val

575

Asp

Gly

val

Ala

400

Leu

Pro

Thr

Ala

Lys

480

val

His

Phe

Lys

Ala

560

Phe

Trp

Ser
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Asp Tyr Pro Tyr Ala Ala Asp Gly Leu Ala Ile Trp His Ala Ile Glu
625 630 635 640

Gln Tyr Val Ser Glu Tyr Leu Ala Ile Tyr Tyr Pro Asn Asp Gly Val

10

645 650 655
Leu Gln Gly Asp Thr Glu Vval Gln Ala
660 665

<210>5

<211> 3229

<212> ADN

<213> Hordeum vulgare cv: Barke

<400> 5
atgtttggcg tcggeggecat cgtgagegac ctgacggggg gecctccgggg cgeccaccte 60
aagggctccg tcgtcecctcat gcocgecaagaac gegetcgact tcaacgactt cggegcecace 120
gtcatggacg gcgtcaccga gctcctegge cgeggegtca cctgecaget catcagetcece 180
accaacgtcg #ccacagtga gcactcactc gccactccce gttttgtaat cecctgeccact 240
gtgatacatg gaaaacggaa gcagatccgc atcctcacge ccgaaccaag caaataatat 300
atataaagaa ctaaaatgca cgtatggtta cggatgcatg cttatgcttg agecttgaget 360
tgagcttgag agacagggac gtgcaaaaaa taacttaata atggagtaac taatgtgaga 420
catgacgcac ggaggggttt accttactac taattaattg tcgagcagac aacggtgggce 480
gcgggaaggt gggcgeggag gcgaacctgg agcagtgget cctgecgacg aacctgecgt 540
tcatcaccac cggcgagaac aagttcgeccg tcaccttcga ctggteggtg gacaagcectgg 600
gggtgccggg ggccatcate gtcaagaaéa accacgcctce cgagttctte ctcaagacca 660
tcaccctcga caacgtgccc ggeccgcggca ccatcgtctt cgtegecaac tcatgggtcet 720
acccgcagge caagtaccgc tacaaccgeg tcttcttcecge caacgacgtg agtattttat 780
acgagtacca ctccatggta gctagtacga tggatttcge ttgctcgatg cectgactggt 840
cggttcegtt gggacatacg tgccgcagac gtacctgecg caccagatge cggcggcegcet 900
gaagccgtac cgcgacgacg agctccggaa cctgaggggce gacgaccagc aggggcccta 960
cctggaccac gaccgegtcet accgectacga cgtctacaac gaccteggeg actcccegega 1020
cgtcectegge ggeotccaagg acctcccecta cecegegecge tgecgcaccg gecggaagcece 1080
ctcggacage agtgcgtgtc tcctccctte tecttecttt cgatctccce ataacgtgta 1140
cttggtctga caagcatgtg tggccgacge agagecccgac cacgagagcc ggcetgetgec 1200
gctggtgcag aacgtctacg tgeccgegega cgagetcette ggccacctca agcagtegga 1260
cttcctggge tacacgectca aggegetggt ggacgggatc ataccggcca tccgcaccta 1320
cgtcgaccte tcecceggeg agttcgacte cttegecgac atcctcaage tctacgaggg 1380

86



<210> 6

cggcatcaag
gctcgtcaag
gatcatcaag
cgeeggegte
ggccattgaa
gtgtgcagga
gcaccatgac
tcgecggecaa
acatcaacaa
gggacggcac
tgaccaccge
ggcagctcge
actggctcaa
gcgtcaccca
acgecgeggge
cgcacaagca
aagctctcee
acggtccttg
catggcggtg
gtacgcgacc
gaccatctac
gaaggaggtg
gcagacggtg
ccacgcggec
ggcgagccgg
cccggagaag
gctcatggag
gccggcgtgg
ggagggcatc
cgggccggec

ggccgagggyg

<211> 3229
<212> ADN

<213> Hordeum vulgare Mutante A689

ctgcccaaca
gacctcatce
gtagaccaga
aaccccatga
caaaatcgte
gttcectecee
cgaggégcac
caggctctac
cctcgacgee
gctggegeeg
caagagegcce
caaggcctac
cacgcacgcce
ccceggtcetac
gegegggetg
cgccatgecce
cgcegateta
atttgatcaa
gaggacgcat
gacgggctgg
taccccaacg
agggaggtcg
gcggagetga
gtcaacttcg
aggccgatge
gcctteatcee
atcctctceca
acgtcggacg
gagaagcagg
aagttcccat

ctcaccgeca

ES 2600353 T3

tceeggeect

ccaagggcgg
aagcgtggat
tgatcaaacg
catacatgtce
aagagcactc
gtggccaaga
atcgtagacc
agcttegtgt
gtcgecateg
gtgtacacgce
gcctecgtga
gtcatggagce
aagctcctge
ctcatcaacg
atgtcctcca
atcaagaggt
aatgattaat
cgagcccgea
ccgtgtggga
acggegtget
ggcacggcga
tcaaggcgtg
ggcagtaccc
cggtgcaggyg
gcaccatcac
agcactccte
ccaaggcgct
tggtggccat
acatgctgct

ggggcatcce

cgaggaggtg
cgacttccte
gactgacgag
cctcaccgtg
actaatcaat
tggatccgag
gcctggaggg
agcacgacaa
acgccacaag
agctgagctce
cgcagcacge
acgactacgg
ccttegtceat
acccgcecacta
ccggeggegt
tggtctacaa
gcaacatgtt
cgatcttgat
caaggtgcgg
cgccatcgag
gcagggcgac
cctcaaggac
cgccaccate
ctactcggge
gagcgaggag
cagccagttce
cgacgaggtc
ggaggegtte
gaactcggac
ctacccaaac

gaacagcata

87

cgcaagcgcet
ctcaagcectce
gagttcgeeca
agtgacccac
actcacaccg
caagtacggc
cctcacegtg
cctgatgeeg
gacgctgete
gcecgectgatce
cggcgtggag
gtggcaccag
cgccaccaac
ccgcegacace
catcgagatg
gcactggaac
tacattatat
ggttgatgat
ctgctgatca
cagtgggtgt
gtggagctge
gcggegtggt
atctggaccg
taccacccca
tacgcggage
catgccctgg
tacctgggce
aagcggttcg
ccgcagctaa
acctcecgace

teccatctga

tccegeteca
ccaagccgga
gggagatget
tccatctacce
ttttgaccge
gaccacacca
cagcaggcgc
ttectgateg
ttectgegag
cagggcgagce
ggctggatat
ctcatcagece
aggcégctca
atgaacatca
accgtgttcce
ttcaccgaac
aattgacgaa
gatgtagggg
aggactaccc
cggactacct
aggcgtggtg
ggccaaagat
ggtcggeget
acaagccgtc
tggagcgaga
tgggcatctc
agcacgacac
gggcgaagct
agaaccgcac

acacgggaca

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3229



<400> 6

atgtttggeg
aagggctccg
gtcatggacg
accaacgtceg
gtgatacatg
atataaagaa
tgagcttgag
catgacgcac
gcgggaaggt
tcatcaccac
gggtgccggg
tcaccctcga
acccgcagge
acgagtacca
cggttecegtt
gaagccgtac
cctggaccac
cgtcctegge
ctcggacage
cttggtctga
gctggtgeag
cttectggge
cgtcgaccte
cggcatcaag
gctegtecaag
gatcatcaag
cgcecggegte

ggccattgaa

tcggcggceat
tegtcectcat
gcgtcaccga
accacagtga
gaaaacggaa
ctaaaatgca
agacagggac
ggaggggttt
gggcgcggag
cggcgagaac
ggccatcatc
caacgtgccc
caagtaccgce
ctccatggta
gggacatacg
cgecgacgacg
gaccgcgtct
ggctccaagg
agtgegtgtce
caagcatgtg
aacgtctacg
tacacgctca
tceceecggeg
ctgcccaaca
gacctcatcc
gtagaccaga
aaccccatga

caaaatcgtce

ES 2600353 T3

cgtgagcgac
gcgcaagaac
gctcctegge
gcactcacte
gcagatcege
cgtatggtta
gtgcaaaaaa
accttactac
gcgaacctgg
aagttcgceg
gtcaagaaca
ggccgecggea
tacaaccgcg
gctagtacga
tgccgcagac
agctccggaa
accgctacga
acctccccta
tccteectte
tggcecgacgce
tgccgegega
aggcgctggt
agttcgactc
tceccggceect
ccaagggcggd
aagcgtggat
tgatcaaacg

catacatgtc

ctgacggggg
gégctcgact
cgcggegtca
gccacteccee
atcctcacge
cggatgcatg
taacttaata
taattaattg
agcagtggct
tcaccttcga
accacgccte
ccatcgtcett
tcttettege
tggatttcge
gtacctgeccg
cctgagggge
cgtctacaac
ceecgegecge
tcctteettt
agagcccgac
cgagctcttc
ggécgggatc
cttcgecgac
cgaggaggtg
cgacttecte
gactgacgag
cctcaccgtyg

actaatcaat

88

gcctcegggg
tcaacgactt
cctgccaget
gttttgtaat
ccgaaccaag
cttatgettg
atggagtaac
tcgagcagac
cctgececgacyg
ctggteggtyg
cgagttcette
cgtcgccaac
caacgacgtg
ttgctegatg
caccagatgc
gacgaccagc
gacctcggeg
tgccgecaccg
cgatcteccce
cacgagagcc
ggccacétca
ataccggcca
atcctcaage
cgcaagcgcet
ctcaagctce
gagttcgcca
agtgacccac

actcacaccg

cgcccaccete
cggcgccace
catcagctcee
ccctgecact
caaataatat
agcttgagct
taatgtgaga
aacggtgggce
aacctgceccegt
gacaagctgg
ctcaagacca
tcatgggtct
agtattttat
cctgactggt
cggcggeget
aggggcccta
actcccgega
gccggaagcc
ataacgtgta
ggctgctgec
agcagtcgga
teccgecaccta
tctacgaggg
tececegeteca
ccaagccgga
gggagatgcet
tccatctacc

ttttgaccgce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



10

gtgtgcagga
gcaccatgac
tcgcecggecaa
acatcaacaa
gggacggcac
tgaccaccge
ggcagctcge
actggctcaa
gcgtcaceca
acgcgcgggce
cgcacaagca
aagctctcce
acggtccttg
catggeggtg
gtacgcgacc
gaccatctac
gaaggaggtg
gcagacggtg
ccacgecggcec
ggcgagccegyg
cccggagaag
gctcatggag
gccggegtgg
ggagggcatc
cgggccggece

ggccgagggg

<211> 864
<212> PRT
<213> Hordeum vulgare cv: Barke

Met Leu Gly Val Gly Gly Ile Val Ser Asp Leu Thr Gly Gly Ile Arg

1

gttcectece
cgaggagcac
caggctctac
cctegacgee
gctggegecg
caagagcgcc
caaggcctac
cacgcacgcece
ceceggtcetac
gcgegggetg
cgceatgece
cgccgatcta
atttgatcaa
gaggacgcat
gacgggctgg
taccccaacg
agggaggtcg
gcggagctga
gtcaactteg
aggccgatge
gccttcatee
atcctctcca
acgtcggacg
gagaagcagg
aagttcccat

ctcaccgeca

ES 2600353 T3

aagagcactc
gtggccaaga
atcgtagacc
agcttcgtgt
gtcgecateg
gtgtacacgce
gcctececgtga
gtcatggagc
aagctcctge
ctcatcaacg
atgtcctcca
atcaagaggt
aatgattaat
cgagcccgea
ccgtgtggga
acggcgtget
ggcacggcga
tcaaggegtg
ggcagtaccc
cggtgcaggg
gcaccatcac
agcactcctc
ccaaggcgcet
tggtggccat
acatgctgcet

ggggcatccce

5

tggatccgag
gcectggaggg
agcacgacaa
acgccacaag
agctgagctc
cgcagcacgce
acgactacgg
ccttegtecat
acccgcacta
ceggeggegt
tggtctacaa
gcaacatgtt
cgatcttgat
caaggtgcgg
cgccatcgag
gcagggcgac
cctcaaggac
cgccaccatce
ctactcggge
gagcgaggag
cagccagtte
cgacgaggtc
ggaggcgtte
gaactcggac
ctacccaaac

gaacagcata

10

89

caagtacggc
cctcacegtg
cctgatgceg
gacgcetgcete
gccgcetgatce
cggcgtggag
gtggcaccag
cgccaccaac
ccgcgacace
catcgagatg
gcactggaac
tacattatat
ggttgatgat
ctgctgatca
cagtgggtgt
étggagctgc
gcggegtgat
atctggaccg
taccacccca
tacgcggage
catgcecctgg
tacctgggcce
aageggtteg
ccgcagctaa
accteccgacce

tccatctga

gaccacacca
cagcaggcgce
ttcectgatcg
ttectgegag
cagggcgage
ggctggatat
ctcatcagce
aggcagctca
atgaacatca
accgtgttcee
ttcaccgaac
aattgacgaa
gatgtagggg
aggactaccce
cggactacct
aggcgtggtg
ggccaaagat
ggtcggeget
acaagcecgtce
tggagcgaga
tgggcatctc
agcacgacac
gggcgaagct
agaaccgcac

acacgggaca

15

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3229



Gly

Asp

Leu

His

65

Gln

Lys

Gly

Thr

Ala

145

Phe

Lys

Gln

Asn

Pro

225

Pro

Leu

Ala

Phe

Gly

50

Asn

Trp

Phe

Ala

Ile

130

Asn

Phe

Pro

Gly

Asp

210

Tyr

Asp

Arg

His

Asn

35

Arg

Asn

Leu

Ala

Ile

115

Thr

Ser

Ala

Tyr

Pro

195

Leu

Pro

His

Asp

Leu

20

Asp

Gly

Gly

Leu

val

100

Ile

Leu

Trp

Asn

Arg

180

Tyr

Gly

Arg

Glu

Glu
260

Lys

Phe

val

Gly

Pro

85

Thr

Val

Asp

Val

Asp

165

Asp

Leu

Asp

Arg

Ser

245

Leu

ES 2600353 T3

Gly

Gly

Thr

Arg

70

Thr

Phe

Lys

Asn

Tyxr

150

Thr

Asp

Asp

Ser

Cys

230

Arg

Phe

Ser

Ala

Cys

55

Gly

Asn

Asp

Asn

val

135

Pro

Tyxr

Glu

His

Arg

215

Arg

Leu

Gly

vVal

His

40

Gln

Lys

Leu

Trp

Asn

120

Pro

Gln

Leu

Leu

Asp

200

Asp

Thr

Leu

His

Val

25

val

Leu

val

Pro

Ser

105

His

Gly

Ala

Pro

Arg

185

Arg

val

Gly

Leu

Leu
265

90

Leu
Met
Ile
Gly
Phe
90

val
Ala
Arg
Lys
His
170
Asn
val
Leu
Arg
Leu

250

Lys

Met

Asp

Ser

Ala

75

Ile

Asp

Ser

Gly

Tyr

155

Gln

Leu

Tyr

Gly

Lys

235

Val

Gln

Arg

Gly

Ser

€0

Glu

Thr

Lys

Glu

Thr

140

Arg

Met

Arg

Arg

Gly

220

Pro

Gln

Ser

Lys

val

45

Thr

Ala

Thr

Leu

Phe

125

Ile

Tyr

Pro

Gly

Tyx

205

Ser

Ser

Asn

Asp

Asn

Thr

Asn

Asn

Gly

Gly

110

Phe

val

Asn

Ala

Asp

190

Asp

Lys

Asp

val

Leu
270

Ala

Glu

val

Leu

Glu

95

val

Leu

Phe

Arg

Ala

175

Asp

val

Asp

Ser

Tyr

255

Leu

Leu

Leu

Asp

Glu

80

Asn

Pro

Lys

Val

val

160

Leu

Gln

Tyr

Leu

Lys

240

val

Gly



Tyr

Tyr

Lys

305

Glu

Lys

val

Leu

Pro

385

Met

Gln

Leu

Tyx

Pro

465

Thr

Trp

Trp

Thr

val

290

Leu

val

Gly

Asp

Ala

370

Lys

Thr

Ala

Met

Ala

450

val

Ala

Ile

His

Leu

275

Asp

Tyr

Arg

Gly

Gln

355

Gly

Ser

Glu

Leu

Pro

435

Thr

Ala

Lys

Trp

Gln

Lys

Leu

Glu

Lys

Asp

340

Lys

Vval

Thr

Glu

Ala

420

Phe

Ile

Ser

Gln

500

Leu

Gly

Ser

Gly

Arg

325

Phe

Ala

Asn

Leu

His

405

Gly

Leu

Thr

Glu

Ala

485

Leu

Ile

ES 2600353 T3

Trp

Pro

Gly

310

Phe

Leu

Trp

Pro

Asp

390

val

Asn

Ile

Leu

Leu

470

val

Ala

Ser

Leu

Gly

295

Ile

Pro

Leu

Met

Met

375

Pro

Ala

Arg

Asp

Leu

455

Ser

Tyr

Lys

His

Asp Gly
280

Glu Phe

Lys Leu

Leu Gln

Lys Leu

345

Thr Asp
360

Met Ile

Ser Lys

Lys Ser

Leu Tyr

425

Ile Asn

440

Phe Leu

Ser Pro

Thr Pro

Ala Tyr

505

Trp Leu

91

Ile

Asp

Pro

Leu

330

Pro

Glu

Lys

Tyr

Leu

410

Ile

Asn

Arg

Leu

Gln

490

Ala

Asn

Ile

Ser

Asn

315

val

Lys

Glu

Arg

Gly

395

Glu

val

Leu

Gly

Ile

475

His

Ser

Thr

Leu

Phe

300

Ile

Lys

Pro

Phe

Leu

380

Asp

Gly

Asp

Asp

Asp

460

Gln

Ala

Val

His

Ala

285

Ala

Pro

Asp

Glu

Ala

365

Thr

His

Leu

Gln

Ala

445

Gly

Gly

Gly

Asn

Ala

Ile

Asp

Ala

Leu

Ile

350

Arg

Glu

Thr

Thr

His

430

Ser

Thr

Glu

val

Asp

510

Val

Arg

Ile

Leu

Ile

335

Ile

Glu

Phe

Ser

val

415

Asp

Phe

Leu

Leu

Glu

495

Tyr

Met

Thr

Leu

Glu

320

Pro

Lys

Met

Pro

Thr

400

Gln

Asn

val

Ala

Thr

480

Gly

Gly

Glu



Pro

Tyr

545

Arg

val

His

Gly

Ile

625

Ile

Gly

Met

Thr

705

Ser

val

Ala

Phe
530
Lys
Ala
Phe
Trp
Met
610
Lys
Glu
val
Glu
Gln
690
Gly
Gly

Gln

Phe

515

val

Leu

Arg

Pro

Asn

595

Ala

Asp

Gln

Leu

val

675

Thr

Ser

Tyr

Gly

Ile
755

Ile

Leu

Gly

His

580

Phe

Val

Tyr

Trp

Gln

660

Gly

Val

Ala

His

Ser

740

Arg

Ala

His

Leu

565

Lys

Thr

Glu

Pro

Vval

645

Gly

His

Ala

Leu

Pro

725

Glu

Thr

ES 2600353 T3

Thr

Pro

550

Leu

His

Glu

Asp

Tyr

630

Ser

Asp

Gly

Glu

His

710

Asn

Glu

Ile

Asn

535

His

Ile

Ala

Gln

Ala

615

Ala

Asp

val

Asp

Leu

695

Ala

Lys

Tyr

Thr

520

Arg Gln

Tyr Arg

Asn Ala

Met Pro
585

Ala Leu
600

Ser Ser

Thr Asp

Tyr Leu

Glu Leu

665

Leu Lys
680

Ile Lys

Ala Vval

Pro Ser

Ala Glu

745

Ser Gln
760

92

Leu

Asp

Gly

570

Met

Pro

Pro

Gly

Thr

650

Gln

Asp

Ala

Asn

Ala

730

Leu

Phe

Ser

Thr

555

Gly

Ser

Ala

His

Leu

635

Ile

Ala

Ala

Cys

Phe

715

Ser

Glu

His

Val

540

Met

val

Ser

Asp

Lys

620

Ala

Tyr

Trp

Ala

Ala

700

Gly

Arg

Arg

Ala

525

Thr

Asn

Ile

Met

Leu

605

val

vVal

Tyr

Trp

Trp

685

Thr

Gln

Arg

Asp

Leu
765

His

Ile

Glu

Val

590

Ile

Arg

Trp

Pro

Lys

670

Trp

Ile

Tyr

Pro

Pro

750

val

Pro

Asn

Met

575

Tyr

Lys

Leu

Asp

Asn

655

Glu

Pro

Ile

Pro

Met

735

Glu

Gly

Val

Ala

560

Thr

Lys

Arg

Leu

Ala

640

Asp

Val

Lys

Trp

Tyr

720

Pro

Lys

Ile



10

Ser

Gly
785

Ala

Val

Lys

Gln

<210>8
<211> 684
<212> PRT

Leu

770

Gln

Phe

Ala

Phe

Ala
850

Met

His

Lys

Met

Pro

835

Glu

Glu

Asp

Arg

Asn

820

Tyr

Gly

Ile

Thr

Phe

805

Ser

Met

Leu

<213> Hordeum vulgare mutante A689

<400> 8

Met

Gly

Leu

His

Gln

Lys

Gly

Leu

Ala

Phe

Gly

50

Asn

Trp

Phe

Ala

Gly

His

Asn

35

Arg

Asn

Leu

Ala

Ile
115

Vval

Leu

Asp

Gly

Gly

Leu

val

100

Ile

Gly

Lys

Phe

val

Gly

Pro

85

Thr

Vval

ES 2600353 T3

Leu

Pro

790

Gly

Asp

Leu

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

Arg

70

Thr

Phe

Lys

Ser

775

Ala

Ala

Pro

Leu

Ala
855

Ile

Ser

Ala

Cys

55

Gly

Asn

Asp

Asn

Lys His

Trp Thr

Lys Leu

Gln Leu
825

Tyr Pro
840

Arg Gly

Val Ser

Val val
25

His Vval
40

Gln Leu

Lys Val

Leu Pro

Trp Ser
105

Asn His
120

93

Ser

Ser

Glu

810

Lys

Asn

Ile

Asp

10

Leu

Met

Ile

Gly

Phe

90

val

Ala

Ser

Asp

795

Gly

Asn

Thr

Pro

Leu

Met

Asp

Ser

Ala

75

Ile

Asp

Ser

Asp

780

Ala

Ile

Arg

Ser

Asn
860

Thr

Arg

Gly

Ser

Glu

Thr

Lys

Glu

Glu

Lys

Glu

Thr

Asp

845

Ser

Gly

Lys

val

45

Thr

Ala

Thr

Leu

Phe
125

Val Tyr

Ala Leu

Lys Gln
815

Gly Pro
830

His Thr

Ile Ser

Gly Ile
15

Asn Ala
30

Thr Glu

Asn Val

Asn Leu

Gly Glu
95

Gly Val
110

Phe Leu

Leu
Glu
800
Vval
Ala

Gly

Ile

Arg

Leu

Leu

Asp

Glu

80

Asn

Pro

Lys



Thr

Ala

145

Phe

Lys

Gln

Asn

Pro

225

Pro

Leu

Tyr

Tyr

Lys

305

Glu

Lys

val

Leu

Ile

130

Asn

Phe

Pro

Gly

Asp

210

Tyr

Asp

Arg

Thr

Val

290

Leu

Val

Gly

Asp

Ala
370

Thr Leu

Ser Trp

Ala Asn

Tyr Arg
180

Pro Tyr
195

Leu Gly

Pro Arg

His Glu

Asp Glu
260

Leu Lys
275

Asp Leu

Tyr Glu

Arg Lys

Gly Asp
340

Gln Lys
355

Gly val

Asp

Val

Asp

165

Asp

Leu

Asp

Arg

Ser

245

Leu

Gly

Ser

Gly

Arg

325

Phe

Ala

Asn

ES 2600353 T3

Asn

Tyr

150

Thr

Asp

Asp

Ser

Cys

230

Arg

Phe

Trp

Pro

Gly

310

Phe

Leu

Trp

Pro

Val

135

Pro

Tyr

Glu

His

Arg

215

Arg

Leu

Gly

Leu

Gly

295

Ile

Pro

Leu

Met

Met
375

Pro

Gln

Leu

Leu

Asp

200

Asp

Thr

Leu

His

Asp

280

Glu

Lys

Leu

Lys

Thr

360

Met

Gly

Ala

Pro

Arg

185

Arg

val

Gly

Leu

Leu

265

Gly

Phe

Leu

Gln

Leu

345

Asp

Ile

94

Arg

Lys

His

170

Asn

val

Leu

Arg

Leu

250

Lys

Ile

Asp

Pro

Leu

330

Pro

Glu

Lys

Gly

Tyr

155

Gln

Leu

Tyxr

Gly

Lys

235

val

Gln

Ile

Ser

Asn

315

Val

Lys

Glu

Arg

Thr

140

Arg

Met

Arg

Arg

Gly

220

Pro

Gln

Ser

Leu

Phe

300

Ile

Lys

Pro

Phe

Leu
380

Ile

Tyr

Pro

Gly

Tyr

205

Ser

Ser

Asn

Asp

Ala

285

Ala

Pro

Asp

Glu

Ala

365

Thr

Val

Asn

Ala

Asp

190

Asp

Lys

Asp

Val

Leu

270

Ile

Asp

Ala

Leu

Ile

350

Arg

Glu

Phe

Arg

Ala

175

Asp

val

Asp

Ser

Tyr

255

Leu

Arg

Ile

Leu

Ile

335

Ile

Glu

Phe

Val

val

160

Leu

Gln

Tyr

Leu

Lys

240

val

Gly

Thr

Leu

Glu

320

Pro

Lys

Met

Pro



Pro

385

Met

Gln

Leu

Tyr

Pro

465

Thr

Trp

Trp

Pro

Tyr

545

val

His

Gly

Ile
625

Lys

Thr

Ala

Met

Ala

450

val

Ala

Ile

His

Phe

530

Lys

Ala

Phe

Trp

Met

610

Lys

Ser

Glu

Leu

Pro

435

Thr

Ala

Lys

Trp

Gln

515

val

Leu

Arg

Pro

Asn

595

Ala

Asp

Thr

Glu

Ala

420

Phe

Arg

Ile

Ser

Gln

500

Leu

Ile

Leu

Gly

His

580

Phe

Val

Tyr

Leu

His

405

Gly

Leu

Thr

Glu

Ala

485

Leu

Ile

Ala

His

Leu

565

Lys

Thr

Glu

Pro
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Asp

390

val

Asn

Ile

Leu

Leu

470

val

Ala

Ser

Thr

Pro

550

Leu

His

Glu

Tyr
630

Pro

Ala

Arg

Asp

Leu

455

Ser

Tyx

Lys

His

Asn

535

His

Ile

Ala

Gln

Ala

615

Ala

Ser Lys

Lys Ser

Leu Tyr
425

Ile Asn
440

Phe Leu

Ser Pro

Thr Pro

Ala Tyr

505

Trp Leu
520

Arg Gln

Tyr Arg

Asn Ala

Met Pro

585

Ala Leu
600

Ser Ser

Thr Asp

95

Tyr

Leu

410

Ile

Asn

Arg

Leu

Gln

490

Ala

Asn

Leu

Asp

Gly

570

Met

Pro

Pro

Gly

Gly

395

Glu

val

Leu

Gly

Ile

475

His

Ser

Thr

Ser

Thr

555

Gly

Ser

Ala

His

Leu
635

Asp

Gly

Asp

Asp

Asp

460

Gln

Ala

val

His

val

540

Met

val

Ser

Asp

Lys

620

Ala

His

Leu

Gln

Ala

445

Gly

Gly

Gly

Asn

Ala

525

Thr

Asn

Ile

Met

Leu

605

val

val

Thr

Thr

His

430

Ser

Thr

Glu

Val

Asp

510

val

His

Ile

Glu

val

590

Ile

Arg

Trp

Ser

val

415

Asp

Phe

Leu

Leu

Glu

495

Tyr

Met

Pro

Asn

Met

575

Tyr

Lys

Leu

Asp

Thr
400
Gln
Asn
Val
Ala
Thr
480
Gly
Gly
Glu
val
Ala
560
Thr
Lys
Arg

Leu

Ala
640
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Ile Glu Gln Trp Val Ser Asp Tyr Leu Thr Ile Tyr Tyr Pro Asn Asp
645 650 655

Gly Val Leu Gln Gly Asp Val Glu Leu Gln Ala Trp Trp Lys Glu Val

10

660 665 670
Arg Glu Val Gly His Gly Asp Leu Lyé Asp Ala Ala
675 680

<210>9

<211> 6459

<212> ADN

<213> Barley cv. Prestige

<400>9
atggetgegg cggeggggga cgtggaggceg ttcctggegg cgtgecagge gtcgggegac 60
gcggegtacg gcecgecgcecaa ggccgtgetg gageggeteg aggcgeccgge cacgegegec 120
gaggccagge ggctcecctecgg cgecgtgega cggegetteg ccgececggegg cccggecgceg 180
gggctcgagt gecttccgeac cttccactte cgcatccacg acgtcgtcect cgacccccac 240
ctccaaggtt gecceggecce ttecctacac acccgttgte gaccegeate tetttegeceg 300
atctggcecegt caaaagéacg cggcttggta gaaatcaage ctgcaatcct gatccgttta 360
tggctggcca_gtcgatcagt aatttggcca taactggagt ataaccttgg tctctaatcet 420
ctacctgacc atataccgag ttggttttet ttcttcttgt ttccgtattt gtgtagtttt 480
ttettttett tcgagecatga tgttcectttga attaatgegt accagactcec agtaattcecga 540
cattttgaat tttggcgagt gttecttggaa tttataacac aacgaggctt tgatcaagtg 600
gtttatgtag aggagtgttt ttgttcttgt gcaccgtata caattctcta tttcccaaca 660
attttgatgg cctctaagca tcctgtagte gtgtctactg tgtaagctac agatttattc 720
atgtctatgt gtaagctgca aatggagaga aaagctatct atttggttgt tccagettgt 780
tctttggcag aacaatcctg cccatcctat caccataagt ataaaagcac gacaaatgag 840
tggggcaage atgctgccaa gctaatacac gacataaget acatattttg aggggcatgt 900
tatctttttt tttccecttet actcagttte ttetttggga gaacaatcct actcaaccta 960
taatcataag aataaaagca agacagatga gtgctgcaga ctattggcat atataacaac 1020
taaataggac atctgtccgc tatatcttta gttaataatt gtatatagac gcagtctttg 1080
tgctggaaaa actgcaacta aatattttct tacattatat ggaatctggg tgtgatatga 1140
cttetttgtt acgttttgtg tgcataaagc attaacttct gtctttagtt ggcgcagegg 1200
taaaaacacc cattgcttaa tattttattt gctttccgta gcttgataaa atttcaactg 1260
cttctaggat tccagcaaag aaagaagcta acaatgatgg agatacccag cattttcatt 1320

96



ccagaagact
agggataaga
gaaaagtggt
tttgttgcaa
cttttaggtg
tcgagcatat
gctgaacaat
ttaagccaca
gagccttggt
ttgcatggat
cggaggggaa
gtagagataa
gtttttacca
ttaatatctg
gaaaattcaa
tgagatctat
gagtctccaa
atcctgaaat
atttctettt
agaaataatg
aggtagttag
ggggttagca
cctgtatgga
tggaattatt
atgataatcce
gctgattgta
attcagggtt
gggatatctg
caaggtgtct
acaaaaatta

ttccatgecca

ggtcattcac
cagtagcaga
gcecttegaa
aéatgggacc
tctgcecagta
tgctttcaaa
tgctetectt
aataccagcg
tgttettttg
aaacctttac
aacattgctt
caagatagaa
atttcctgtg
cctttcagat
gtgaggagtt
ttaaactcaa
atctttttct
tgactttaca
tecttgtagg
tatgcetttgt
gaacctagga
gtccaaatcc
caaatgtgat
aacagcggta
ttatgccacg
cgattccage
ttgttgagga
tgataaagcce
gtgagcgecct
tgcaggtagce

gcaacagcat
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tttctacgag
gctgggatgt
ggttggcacc
tgcagaagtt
gtctgctggt
ttttgggcaa
tgaaaggaag
aatcaaatta
aaggtttatg
ttgaatgcac
gacagagtcg
cttgatcgceca
aatggggatt
tcttaaccce
cttgtactec
gccattcagt
tttcetcaaac
atgcttgttce
catgtggtca
acttatgaca
tggagagcac
acctcaagtt
cagcacccca
tttattttta
aggttacatt
ttccggttgt
ccaatttggce
tagtggtett
atttctacgc
aattctttga

tatatcctgg

ggtctcaacc
ggcaatggtt
tettgttecg
agacatttac
ggtctaattt
ggcattacca
aaaaacaaga
gtttgcagtc
gtctggatat
tagacgacga
aattctatga
ttgttggatg
atagtcgatc
aatccagagg
ttgagcaact
ttacctgtta
agcaaagaga
ataatctgcet
gacctttata
tggttccacc
cgacagtgta
caacctattg
gtctttcecta
ccetgtttaa
gtattactca
taattttgtt
ctcgggttga
atggtattca
cgtggatttc
gtgactagat

ttagaggaat

97

ggcatccaga
ggatatccat
tagatattta
tcaggttact
tcttggtata
ccacatattg
atgacatgca.
agcttggcat
aaacccaaga
tggtctceccca
atctgatctt
cataccacag
agaacttgat
caatgtcaaa
actgtgcetct
ctaaatggtt
gaagaaaact
tacgaaatat
taagaaaatg
agtataatca
taatatatat
cataactttt
taaaaatgtc
ttttttcett
agtcaatatt
atgtttgtga
ttgcteggge
acatgggagg
gcatcaataa
gttaactaat

atgctcttca

ttccatectte
tgcacttgca
tcttatcteg
ttatatgaaa
cctgatgeceg

tttctacaat

ccttagtagt

taccttactt
gctatcaaga
atctatgatg
ctttecttact
gtacggtcag
caaaatgccc
gattgtaact
ccaggtgagt
acccatgtca
tttaagttct
gcgtttgaac
aagtttttgt
atttaagtct
atgtcgatag
ggtcttacaa
tgctggaata
tgctaaaaga
tgttactatg
actttgctge
tgttgaagaa
ccggecagga
gctctggcaa
cccagtgttt

tgttgcacac

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3180



caatcttcag
aatttttgtt
ctcegettta
tgttggggat
catttcacat
actctctgat
agaatttcag
ctcecctegat
atacctagcet
tttaaatttc
tcctgatgta
agatcaacct
gcaccagaat
gttctcacct
gttaacatct
ggaactgtgyg
gttattgcca
tcgaagcacc
ttgttgttac
taagtgtaac
tgtctagtcet
cacatgegge
tctagttgaa
acactgttta
tggaagttgce
ttgagctatt
atgagctgcet
gcctctteea
agtggacact

gctgggtact

tgttttcect

aggagatgat

ctgggcctag
gaggatcatt
gttgaaattg
cagcctgtgt
gctttgtetg
tagatcttta
gtgaagaaaa
ttgtectttg
agtttcttgce
cggaatcttg
agacttggtg
atttgatget
gttgttgtgt
ggacttgcaa
ttagcaattg
aaaatacatg
ttcttctaaa
acgccaatca
tggcatgget
gaaagatgtt
gccaagcetca
tatattgtgt
ctgttgtgceca
aatgtactca
ttttgctatce
ggaaggacat
ggcatttcaa
gttctceate
ccecctecagcea
tcgattacac
ctaatgtttg

agggttttca
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aattttcatce
accaactagt
agaaaaatag
gtgecgegeac
tgtatagcetg
caacaataat
tatttgagtt
atgatgattc
aagagaataa
ttgctggatt
tctattgecet
tctcacgtat
tcccateceeg
ttgttgacga
aggtactttg
tgttctgtga
tttcaggaaa
gatttgctga
cagtttgagg
ggttccecgat
aatggtgtat
ggcttagtta
tactatatag
tttctttttg
tctgaagatc
acttctgtga
attggtgacc
tcactcagtt
cgggcaagct
cacaatgage
gttgetcettt

agttcagceta

taccggcetta
tgggtctttg
ccgacatcge
agcatgggca
tcaacttcge
atagtaatgt
ccttaaagac
tgttgctgat
gtctaatcct
tatgaagagt
acaattatgt
gcttcatgtg
tgctgttgea
acacctaacc
accgatactce
agaaaaagtt
gtaaccatgc
ttgagttgat
ctatcaccag
tattactaga
tgaaatatct
agaatcaggt
aatatcttga
cttcatttta
caactgttta
tcagccagca
ggcatccaca
ctgtccacaa
agtccatgaa
tcctcaacgt
ttcagagaga

tgtccaccct

98

catttttaca
caggctgctg
ttcgagttcect
tacatgaaat
cagcccaacc
caggaataat
ggattccatg
gaaaaaattc
tgtgagccte
taccaccaca
ttgcttatta
acacttcctt
atcgaaaatg
agacacttge
ccctetttet
atgctgacaa
taaagataca
caggaaactg
tgctgetttce
tatttcagaa
tgctgggaag
gtgtgtcaat
cttttatatg
cttgcaggtt
taaggcattg
ctattatggt
acaagaggta
ggtgccgaat
tttggattag
ggtctggttt
acctgcagaa

agaaggagct

ttacagaacc
acacagacat
ttatggatct
ctggtggceg
aggtacctat
aataatttgg
aagtcagcag
ctttecctage
cagctggatg
tcccattaac
gaaattcata
ttcoctetgat
ctctteggtt
ccaagcaatg
ttctgtgttt
gaatttcgat
gtaactgtaa
aagcctcagg
gtgaacttat
catctggaat
accctgectt
cagcctgaac
tactttagaa
tattctgate
tcacaaacta
tgtcttttece
aacatggcett
gatctgttca
ttcectetta
atgtttttca
gtgatatcta

gagtttttceg

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040

5100
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ttecctggttce
taccttectge
ctgaaaccga
caggcggtge
ttctttgetg
acgtcaacgce
caggcttcaa
gggtctatat
tagcagagct
cctetggtet
ctaatgtcaa
agctgaccac
acacatttta
ggaagctgtt
agaaggagac
ctgtgtttag
ggctaattte
attttcectgt
catggcggea
gacggcetttg
gggctgtgeca
gctctggaga

gtcocttggtg

catggaatcc
agtaaacgcce
tgtecegttee
ttctgaaatt
catgcaagaa
agcaaagttt
gatcgaacca
ttctggececee
gctttectgtce
ggagttccaa
gtcttcaaag
ggctgggett
cagtttccca
gggtcttaag
gttgaagaat
gctectcetgtt
agtacttcaa
gatgtgatga
tctegatget
agggcaagct
ttagcagcag
geggecgactt

geggtgectaa

<210> 10

<211> 6459

<212> ADN

<213> Barley, Mutante 8063

<400> 10
atggetgegg cggceggggga
gcggcgtacg gcgccgcecaa
gaggccagge ggctcctegg
gggctcgagt gcttcegcecac

ctccaaggtt gccecggccce
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ggtgtcatac
tcecatttteg
agcattcagce
atatacggga
cagggcacct
gtgaatgcaa
agtgctctag
acaatcaacc
tgtgcgacat
gccaccggct
ccctegttet
gatttcgggt
agcttgagtce
aaccagaagg
cgtgeccgace
ttcttececct
gtttgeccacg
acagacgcectt
tgcaaaaccg
ggacagccac
cgggtggaca
cgaccgggee

ggtgaatggt

cgtggaggcg
ggcegtgetg
cgecegtgega
cttccacttc

ttcectacac

atatggatct
aaagttttgt
agctggtgaa
acacctgtct
tgcttttcecce
ccaccttgac
ccgacacact
ctactggett
acggagccag
gcagccagtg
ccgttgtect
ttctgattat
ggccacacag
atcagcattt
agttgatcaa
gatcagctct
catttctgac
gagagctgcg
accgcectaca
aacatgaggg
ggggtgccgg
atggagtgca

agcaactag

ttectggegg
gagcggcteg
cggcgctteg
cgcatccacg

accegttgtce
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ggaccgcagce
tcgtcagaac
agatagctat
cgcgcetette
cttgggaacc
tattccaacg
agagaaggtg
cctgtacagt
ggtggtgata
gaatttggaa
gctcggagag
gagcgacteg
cacgttgaag
ctctgatcte
ggtatgcctt
ccgatceccect
atattctttc
gctgggacge
ttggcaaatc
aagccctect
actactgcceg

tcgceceggtt

cgtgccagge
aggcgecgge
ccgceecggegyg
acgtcgtcct

gacccgcatc

ttcttgecag
atcactgatt
ggtttctcag
aacaagcttg
aacgggcatt
aaggcagatt
tctcagecgt
gacgacgata
gatacctcct
agatgtcettt
ctgtcetttg
teccttggttyg
tacacgttca
atccttgage
ttgggatatc
tacatcctta
ctecttgtttt
tgtgggctge
gctcaaggtg
gaggtccacc
cttcagettt

cagggagctg

gtcgggcgac
cacgegegec
cececggecgeg
cgacccccac

tctttcgeceg

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6459

60
120
180
240

300



atctggecegt
tggctggeca
ctacctgacc
ttecttttctt
cattttgaat
gtttatgtag
attttgatgg
atgtctatgt
tctttggecag
tggggcaagc
tatctttttt
taatcataag
taaataggac
tgctggaaaa
cttetttgtt
taaaaacacc
cttctaggat
ccagaagact
agggataaga
gaaaagtggt
tttgttgcaa
cttttaggtg
tcgagcatat
gctgaacaat
ttaagccaca
gagccttggt
ttgcatggat
cggaggggaa
gtagagataa
gtttttacca

ttaatatctg

caaaagcacg
gtcgatcagt
atataccgag
tcgagcatga
tttggcgagt
aggagtgttt
cctctaagceca
gtaagctgca
aacaatcctg
atgctgccaa
tttccettet
aataaaagca
atctgtecge
actgcaacta
acgttttgtg
cattgcttaa
tccagcaaag
ggtcattcac
cagtagcaga
gccettcgaa
acatgggacc
tctgecagta
tgctttcaaa
tgctctectt
aataccagcg
tgttettttg
aaacctttac
aacattgcectt
caagatagaa
atttcctgtg

cctttcagat
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cggcettggta
aatttggcca
ttggttttet
tgttctttga
gttcttggaa
ttgttettgt
tcctgtagte
aatggagaga
cccatecetat
gctaatacac
actcagttte
agacagatga
tatatcttta
aatattttct
tgcataaagce
tattttattt
aaagaagcta
tttctacgag
gctgggatgt
ggttggcacc
tgcagaagtt
gtctgetggt
ttttgggcaa
téaaaggaag
aatcaaatta
aaggtttatg
ttgaatgcac
gacagagtcg
cttgatcgca
aatggggatt

tecttaaccce

gaaatcaagc
taactggagt
ttcttettgt
attaatgcgt
tttataacac
gcaccgtata
atgtctactg
aaagctatct
caccataagt
gacataagct
ttetttggga
gtgctgcaga
gttaataatt
tacattatat
attaacttct
gctttecgta
acaatgatgg
ggtctcaace
ggcaatggtt
tettgttecg
agacatttac
ggtctaattt
ggcattacca
aaaaacaaga
gtttgcagtce
gtctggatat
tagacgacga
aattctatga
ttgttggatg
atagtcgatc

aatccagagg
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ctgcaatcct
ataaccttgg
ttcegtattt
accagactcce
aacgaggctt
caattctcta
tgtaagctac
atttggttagt
ataaaagcac
acétattttg
gaacaatcct
ctattggcat
gtatatagac
ggaatctggg
gtctttagtt
gcttgataaa
agatacccag
ggcatccaga
ggatatccat
tagatattta
tcaggttact
tcttggtata
ccacatattg
atgacatgca
agcttggecat
aaacccaaga
tggtctccca
atctgatctt
cataccacag
agaacttgat

caatgtcaaa

gatcegttta
tctctaatct
gtgtagtttt
agtaattcga
tgatcaagtg
tttccecaaca
agatttattc
tccagcttgt
gacaaatgag
aggggcatgt
actcaaccta
atataacaac
gcagtctttg
tgtgatatga
ggcgcagegg
atttcaactg
cattttcatt
ttccatctte
tgcacttgeca
tcttatcteg
ttatatgaaa
cctgatgeeg
tttctacaat
ccttagtagt
taccttactt
gctatcaaga
atctatgatg
ctttcttact
gtacggtcag
caaaatgccce

gattgtaact

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



gaaaattcaa
tgagatctat
gagtctecaa
atcctgaaat
atttctettt
agaaataatg
aggtagttag
ggggttageca
cctgtatgga
tggaattatt
atgataatcce
gctgattgta
attcagggtt
‘gggatatctg
caaggtgtct
acaaaaatta
ttccatgecca
caatcttcag
aatttttgtt
ctcegettta
tgttggggat
catttcacat
actctctgat
agaatttcag
ctcectegat
atacctagcet
tttaaattte
tcctgatgta
agatcaacct
gcaccagaat
gttctecacct

gttaacatct

gtgaggagtt
ttaaactcaa
atctttttet
tgactttaca
tccttgtagg
tatgctttgt
gaacctagga
gtccaaatce
caaatgtgat
aacagcggta
ttatgeccacg
cgattccage
ttgttgagga
tgataaagcc
gtgagcgcct
tgcagatagc
gcaacagcat
ctgggcctag
gaggatcatt
gttgaaattg
cagcctgtgt
gctttgtetyg
tagatcttta
gtgaagaaaa
ttgtcetttg
agtttcttge
cggaatcttg
agacttggtg
atttgatgct
gttgttgtgt
ggacttgcaa

ttagcaattg
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cttgtactcc
gccattcagt
tttctcaaac
atgcttgtte
catgtggtca
acttatgaca
tggagagcac
acctcaagtt
cagcacccca
tttattttta
aggttacatt
tteeggttgt
ccaatttgge
tagtggtctt
atttctacgce
aattectttga
tatatectgg
aattttcatc
accaactagt
agaaaaatag
gtgcgegeac
tgtatagectg
caacaataat
tatttgagtt
atgatgattc
aagagaataa
ttgetggatt
tctattgccect
tctcacgtat
tecccatcceg
ttgttgacga

aggtactttg

ttgagcaact
ttacctgtta
agcaaagaga
ataatctgct
gacctttata
tggttccace
cgacagtgta
caacctattg
gtctttccta
ccctgtttaa
gtattactca
taattttgtt
ctcgggttga
atggtattca
cgtggatttc
gtgactagat
ttagaggaat
taccggcetta
tgggtctttg
ccgacatcgce
agcatgggca
tcaacttege
atagtaatgt
ccttaaagac
tgttgctgat
gtctaatcct
tatgaagagt
acaattatgt
gcttcatgtg
tgctgttgeca
acacctaacc

accgatacte

101

actgtgctct
ctaaatggtt
gaagaaaact
tacgaaatat
taagaaaatg
agtataatca
taatatatat
cataactttt
taaaaatgtc
ttttttcctt
agtcaatatt
atgtttgtga
ttgctecggge
acatgggagg
gcatcaataa
gttaactaat
atgctcttca
catttttaca
caggctgctg
ttecgagttcet
tacatgaaat
cagcccaacce
caggaataat
ggattccatg
gaaaaaattc
tgtgagccte
taccaccaca
ttgettatta
acacttcctt
atcgaaaatg
agacacttgc

ccctetttet

ccaggtgagt
acccatgtca
tttaagttet
gcgtttgaac
aagtttttgt
atttaagtct
atgtcgatag
ggtcttacaa
tgctggaata
tgctaaaaga
tgttactatg
actttgetge
tgttgaagaa
ccggccagga
gctctggcaa
cccagtgttt
tgttgcacac
ttacagaacc
acacagacat
ttatggatct
ctggtggecg
aggtacctat
aataatttgg
aagtcagcag
ctttcctage
cagctggatg
tceccattaac
gaaattcata
ttectetggt
ctcttcggtt
ccaagcaatg

ttetgtgttt

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

4080



ggaactgtgg
gttattgcca
tcgaagcace
ttgttgttac
taagtgtaac
tgtctagtct
cacatgcgge
tctagttgaa
acactgttta
tggaagttge
ttgagctatt
atgagctgcet
gcctctteca
agtggacact
gctgggtact
tgttttcecet
aggagatgat
ttcctggtte
taccttctge
ctgaaaccga
caggcggtge
ttctttgcectg
acgtcaacge
caggcttcaa
gggtctatat
tagcagagcect
cctetggtet
ctaatgtcaa
agctgaccac
acacatttta

ggaagctgtt

aaaatacatg
ttcttctaaa
acgccaatca
tggcatgget
gaaagatgtt
gccaagctca
tatattgtgt
ctgttgtgca
aatgtactca
ttttgctatce
ggaaggacat
ggcatttcaa
gttcteccate
cccctecagea
tecgattacac
ctaatgtttg
agggttttca
catggaatcce
agtaaacgcc
tgtcegttee
ttctgaaatt
catgcaagaa
agcaaagttt
gatcgaacca
ttectggecee
getttcetgte
ggagttccaa
gtcttcaaag
ggctgggett
cagtttccca

gggtcttaag
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tgttctgtga
tttcaggaaa
gatttgctga
cagtttgagg
ggttecccegat
aatggtgtat
ggcttagtta
tactatatag
tttctttttg
tctgaagatc
acttctgtga
attggtgacc
tcactcagtt
cgggcaagcet
cacaatgagc
gttgctettt
agttcagceta
ggtgtcatac
tccatttteg
agcattcage
atatacggga
cagggcacct
gtgaatgcaa
agtgctctag
acaatcaacc
tgtgcgacat
gccaccgget
cectegttet
gatttegggt
agcttgagtc

aaccagaagg

agaaaaagtt
gtaaccatge
ttgagttgat
ctatcaccag
tattactaga
tgaaatatct
agaatcaggt
aatatcttga
cttcatttta
caactgttta
tcagccagca
ggcatccaca
ctgtccacaa
agtccatgaa
tcctcaacgt
ttcagagaga
tgtccaccct
atatggatct
aaagttttgt
agctggtgaa
acacctgtct
tgcttttecece
ccaccttgac
ccgacacact
ctactggett
acggagccag
gcagccagtg
ccgttgtcecet
ttctgattat
ggccacacag

atcagcattt

102

atgctgacaa
taaagataca
caggaaactg
tgctgettte
tatttcagaa
tgctgggaag
gtgtgtcaat
cttttatatg
cttgcaggtt
taaggcattg
ctattatggt
acaagaggta
ggtgccgaat
tttggattag
ggtctggttt
acctgcagaa
agaaggagct
ggaccgeage
tcgtcagaac
agatagctat
cgcgetcette
cttgggaacc
tattccaacg
agagaaggtg
cctgtacagt
ggtggtgata
gaatttggaa
gctcggagag
gagcgacteg
cacgttgaag

ctctgatcte

gaatttegat
gtaactgtaa
aagcctcagg
gtgaacttat
catctggaat
accctgecett
cagcctgaac
tactttagaa
tattctgatc
tcacaaacta
tgtcttttee
aacatggctt
gatctgttca
ttcccteotta
atgtttttca
gtgatatcta
gagtttttceg
ttcttgecag
atcactgatt
ggtttctcag
aacaagcttg
aacgggcatt
aaggcagatt
tctcagccgf
gacgacgata
gatacctect
agatgtcttt
ctgtectttg
tccttggttyg
tacacgttca

atccttgage

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 gctctctgtt ttcttccect gatcagectcet ccgatcccet tacatcctta 6060
ggctaatttc agtacttcaa gtttgccacg catttctgac atattctttce ctettgtttt 6120
attttecctgt gatgtgatga acagacgctt gagagctgeg gectgggacge tgtgggetge 6180
catggcggqa tctcgatget tgcaaaaccg accgectaca ttggcaaate getcaaggtg 6240
gacggctttg agggcaagect ggacagccac aacatgaggg aagcectcet gaggtcecacce 6300
gggctgtgca ttagcagcag cgggtggaca ggggtgeccgg actactgecg cttcecagettt 6360
gctctggaga gcggcgactt cgaccgggec atggagtgca tcgeeceggtt cagggagetg 6420
gtccttggtg gecggtgectaa ggtgaatggt agcaactag 6459

<210> 11

<211> 6459

<212> ADN

<213> Barley cv. Sebastian

<400> 11
atggetgegg cggeggggga cgtggaggeg ttectggegg cgtgccagge gtcgggegac 60
gcggegtacg gcgeccgcecaa ggceccgtgetg gageggetcg aggecgecgge cacgcgegec 120
gaggccaggce ggctcctcgg cgecgtgega cggcgettecg ccgecggegg cccggeccgeg 180
gggctcgagt gcttccgcac cttccactte cgecatccacg acgtcgtcecct cgacccccac 240
ctccaaggtt gccecggccce ttcectacac accegttgtc gacccgecatce tctttegecg 300
atctggccgt caaaagcacg cggcecttggta gaaatcaage ctgcaatccet gatccgttta 360
tggctggcca gtcgatcagt aatttggcca taactggagt ataaccttgg tctctaatct 420
ctacctgacc atataccgag ttggttttct ttcttcttgt ttcegtattt gtgtagtttt 480
ttettttett tcgagcatga tgttctttga attaatgegt accagactcc agtaattcga 540
cattttgaat tttggcgagt gttcttggaa tttataacac aacgaggett tgatcaagtg 600
gtttatgtag aggagtgttt ttgttcttgt gcaccgtata caattctcta tttcccaaca 660
attttgatgg cctctaagca tcctgtagtc atgtctactg tgtaagctac agatttattc 720
atgtctatgt gtaagctgca aatggagaga aaagctatct atttggttgt tccagettgt 780
tctttggcag aacaatcctg cccatcctat caccataagt ataaaagcac gacaaatgag 840
tggggcaagc atgctgccaa gctaatacac gacataagct acatattttg aggggcatgt 900
tatctttttt tttcccttet actcagttte ttetttggga gaacaatcct actcaaccta 960
taatcataag aataaaagca agacagatga gtgctgcaga ctattggcat atataacaac 1020
taaataggac atctgtccge tatatcttta gttaataatt gtatatagac gcagtctttg 1080
tgctggaaaa actgcaacta aatattttcet tacattatat ggaatctggg tgtgatatga 1140



cttctttgtt
taaaaacacc
cttctaggat
ccagaagact
agggataaga
gaaaagtggt
tttgttgcaa
cttttaggtg
tcgagecatat
gctgaacaat
ttaagccaca
gagccttggt
ttgcatggat
cggaggggaa
gtagagataa
gtttttacca
ttaatatctg
gaaaattcaa
tgagatctat
gagtctccaa
atcctgaaat
atttctcttt
agaaataatg
aggtagttag
ggggttagca
cctgtatgga
tggaattatt
atgataatcc
gctgattgta
attcagggtt

gggatatctg

caaggtgtct

acgttttgtg
cattgcttaa
tccagcaaag
ggtcattcac
cagtagcaga
gcecttcegaa
acatgggacc
tctgccagta
tgctttcaaa
tgctctectt
aataccagcg
tgttecttttg
aaacctttac
aacattgett
caagatagaa
atttcctgtg
cetttecagat
gtgaggagtt
ttaaactcaa
atctttttcet
tgactttaca
tcecttgtagg
tatgctttgt
gaacctagga
gtccaaatcc
caaatgtgat
aacagcggta
ttatgccacg
cgatteccage
ttgttgagga
tgataaagcce

gtgagegect
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tgcataaagce
tattttattt
aaagaagcta
tttctacgag
gctgggatgt
ggttggcacce
tgcagaagtt
gtctgetggt
ttttgggcaa
tgaaaggaag
aatcaaatta
aaggtttatg
ttgaatgcac
gacagagtcg
cttgatcgea
aatggggatt
tcttaaccce
cttgtactece
gccattcagt
tttctcaaac
atgettgttce
catgtggtca
acttatgaca
tggagagcac
acctcaagtt
cagcacccca
tttattttta
aggttacatt
tteccggttgt
ccaatttgge
tagtggtctt

atttctacge

attaacttct
gctttecegta
acaatgatgg
ggtctcaacce
ggcaatggtt
tcttgtteeg
agacatttac
ggtctaattt
ggcattacca
aaaaacaaga
gtttgcagtc
gtctggatat
tagacgacga
aattctatga
ttgttggatg
atagtcgatc
aatccagagg
ttgagcaact
ttacctgtta
agcaaagaga
ataatctgcect
gacctttata
tggttccace
cgacagtgta
caacctattg
gtetttecta
ccctgtttaa
gtattacteca
taattttgtt
ctegggttga
atggtattca

cgtggattte

104

gtctttagtt
gcttgataaa
agatacccag
ggcatccaga
ggatatccat
tagatattta
tcaggttact
tettggtata
ccacatattg
atgacatgca
agcttggcat
aaacccaaga
tggtctccca
atctgatctt
cataccacag
agaacttgat
caatgtcaaa
actgtgctct
ctaaatggtt
gaagaaaact
tacgaaatat
taagaaaatg
agtataatca
taatatatat
cataactttt
taaaaatgtc
tttttteectt
agtcaatatt
atgtttgtga
ttgcteggge
acatgggagg

gcatcaataa

ggcgeagegy

atttcaaétg
cattttcatt
tteccatctte
tgcacttgca
tcttatcteg
ttatatgaaa
cctgatgecg
tttctacaat
ccttagtagt
taccttactt
gctatcaaga
atctatgatg
ctttcttact
gtacggtcag
caaaatgccc
gattgtaact
ccaggtgagt
acccatgtca
tttaagttct
gcgtttgaac
aagtttttgt
atttaagtct

atgtcgatag

‘ggtcttacaa

tgctggaata
tgctaaaaga
tgttactatg
actttgetge
tgttgaagaa
ccggccagga

gctetggecaa

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3060



acaaaaatta
ttcecatgeca
caatcttcag
aatttttgtt
ctccgettta
tgttggggat
catttcacat
actctctgat
agaatttcag
ctccctegat
atacctagct
tttaaattte
tcctgatgta
agatcaacct
gcaccagaat
gttctcacct
gttaacatct
ggaactgtgg
gttattgcca
tcgaagcacc
ttgttgttac
taagtgtaac
tgtctagtct
cacatgcgge
tctagttgaa
acactgttta
tggaagttgce
ttgagctatt
atgagctgcet
gcctcttcca

agtggacéct

tgcaggtage
gcaacagcat
ctgggectag
gaggatcatt
gttgaaattg
cagcctgtgt
gctttgtetg
tagatcttta
gtgaagaaaa
ttgtcectttg
agtttcttge
cggaatcttg
agacttggtg
atttgatgct
gttgttgtgt
ggacttgcaa
ttagcaattg
aaaatacatg
ttcttctaaa
acgccaatca
tggcatggct
gaaagatgtt
gccaagctca
tatattgtgt
ctgttgtgeca
aatgtactca
ttttgctate
ggaaggacat
ggcatttcaa
gttectecate

cccctecagea
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aattctttga
tatatcctgg
aattttcatc
accaactagt
agaaaaatag
gtgcgecgcac
tgtatagctg
caacaataat
tatttgagtt
atgatgattc
aagagaataa
ttgctggatt
tctattgcct
tctcacgtat
tcccateceg
ttgttgacga
aggtactﬁtg
tgttctgtga
tttcaggaaa
gatttgectga
cagtttgagg
ggttccegat
aatggtgtat
ggcttagtta
tactatatag
tttotttttg
tctgaagatc
acttcectgtga
attggtgacc
tcactcagtt

cgggcaagct

gtgactagat
ttagaggaat
tacecggetta
tgggtctttg
ccgacatcge
agcatgggca
tcaacttcge
atagtaatgt
ccttaaagac
tgttgctgat
gtctaatcct
tatgaagagt
acaattatgt
gcttecatgtg
tgctgttgeca
acacctaacc
accgatactce
agaaaaagtt
gtaaccatgce
ttgagttgat
ctatcaccag
tattactaga
tgaaatatct
agaatcaggt
aatatcttga
cttcatttta
caactgttta
tcagccageca
ggcatccaca
ctgtccacaa

agtccatgaa

105

gttaactaat
atgctcttceca
catttttaca
caggctgctg
ttcgagttct
tacatgaaat
cagcccaacce
caggaataat
ggattccatg
gaaaaaattc
tgtgagecte
taccaccaca
ttgcttatta
acacttcctt
atcgaaaatg
agacacttgce
ccctetttet
atgctgacaa
taaagataca
caggaaactg
tgetgettte
tatttcagaa
tgctgggaag
gtgtgtcaat
cttttatatg
cttgcaggtt
taaggcattg
ctattatggt
acaagaggta
ggtgccgaat

tttggattag

cccagtgttt
tgttgcacac
ttacagaacc
acacagacat
ttatggatct
ctggtggccg
aggtacctat
aataatttgg
aagtcagcag
ctttectage
cagctggatg
tceccattaac
gaaattcata
ttectetggt
ctcttcggtt
ccaagcaatg
ttctgtgttt
gaatttcgat
gtaactgtaa
aagcctcagg
gtgaacttat
catctggaat
accctgectt
cagcctgaac
tactttagaa
tattctgate
tcacaaacta
tgtcttttee
aacatggctt
gatctgttca

ttcectetta

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860

4920
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gctgggtact tcgattacac cacaatgagce tcctcaacgt ggtctggttt atgtttttcea 4980
tgttttcecet ctaatgtttg gttgetettt ttcagagaga acctgcagaa gtgatatcta 5040
aggagatgat agggttttca agttcagcta tgtccaccect agaaggaget gagttttteg 5100
ttcctggtte catggaatcc ggtgtcatac atatggatct ggaccgcage ttcttgceccag 5160
taccttctge agtaaacgcc tccattttceg aaagttttgt tcgtcagaac atcactgatt 5220
ctgaaaccga tgtcegttece agcattcage agctggtgaa agatagctat ggtttcetcag 5280
caggceggtge ttctgaaatt atatacggga acacctgtct cgecgetcectte aacaagettg 5340
ttctttgetg catgcaagaa cagggcacct tgcettttece cttgggaace aacgggceatt 5400
acgtcaacge agcaaagttt gtgaatgcaa ccaccttgac tattccaacg aaggcagatt 5460
caggcttcaa gatcgaacca agtgctctag ccgacacact agégaaggtg tctcageegt 5520
gggtctatat ttctggcccc acaatcaacc ctactggett cctgtacagt gacgacgata 5580
tagcagagct gctttctgtcec tgtgcecgacat acggagccag ggtggtgata gatacctcct 5640
cctectggtcet ggagttccaa gccaccgget gcagccagtg gaatttggaa agatgtcettt 5700
ctaatgtcaa gtcttcaaag ccctegttet cegttgtect getecggagag ctgtectttg 5760
agctgaccac ggctgggctt gatttcgggt ttctgattat gagcgactcg tcecttggttg 5820
acacatttta cagtttccca agcttgagtc ggccacacag cacgttgaag tacacgttca 5880
ggaagctgtt gggtcttaag aaccagaagg atcagcattt ctetgatcte atccttgage 5940
agaaggagac gttgaagaat cgtgccgacc agttgatcaa ggtatgcctt ttgggatatc 6000
ctgtgtttag gctctetgtt ttcttccecct gatcagectet cegatccecct tacatcctta 6060
ggctaatttc agtacttcaa gtttgeccacg catttctggq atattctttce ctettgtttt 6120
attttcctgt gatgtgatga acagacgett gagagctgceg getgggacge tgtgggetge 6180
catggcggca tctcgatget tgcaaaaccg accgcectaca ttggcaaatc gectcaaggtg 6240
gacggetttg agggcaaget ggacagccac aacatgaggg aagccctcct gaggtccacce 6300
gggctgtgeca ttagcagcag cgggtggaca ggggtgccgg actactgecg cttcagettt 6360
gctctggaga gcggcgactt cgaccgggec atggagtgeca tcgecccggtt cagggagetg 6420
gtcecttggtg gecggtgctaa ggtgaatggt agcaactag 6459

<210> 12

<211> 6459

<212> ADN

<213> Barley, Mutante 14018

<400> 12
atggctgegg cggcggggga cgtggaggeg ttectggegg cgtgecagge gtcgggegac 60
gcggegtacg gegecgecaa ggecgtgetg gageggeteg aggegecgge cacgcgcgcece 120

106



gaggccagge
gggctcgagt
ctccaaggtt
atctggcecegt
tggctggecca
ctacctgace
ttettttett
cattttgaat
gtttatgtag
attttgatgg
atgtctatgt
tctttggcecag
tggggcaagc
tatctttttt
taatcataag
taaataggac
tgctggaaaa
cttctttgtt
taaaaacacc
cttctaggat
ccagaagact
agggataaga
gaaaagtggt
tttgttgcaa
cttttaggtg
tcgagcatat
gctgaacaat
ttaagccaca
gagececttggt
ttgcatggat
cggaggggaa

gtagagataa

ggctcctcgg

getteegeac
gceceggeccec
caaaagcacg
gtcgatcagt
atataccgag
tcgagcatga
tttggcgagt
aggagtgttt
cctctaagea
gtaagctgceca
aacaatcctg
atgctgecaa
ttteccttet
aataaaagca
atctgtccge
actgcaacta
acgttttgtg
cattgcttaa
tccagcaaag
ggtcattcac
cagtagcaga
gcccttcgaa
acatgggacc
tctgeccagta
tgctttcaaa
tgctctectt
aataccagceg
tgttcttttg
aaacctttac
aacattgett

caagatagaa
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cgecegtgega
cttccacttc
ttcectacac
cggcttggta
aatttggcca
ttggttttet
tgttctttga
gttcttggaa
ttgttottgt
tecctgtagte
aatggagaga
cccatcctat
gctaatacac
actcagttte
agacagatga
tatatcttta
aatattttet
tgcataaage
tattttattt
aaagaagcta
tttetacgag
gctgggatgt
gattggcacc
tgcagaagtt
gtctgetggt
ttttgggcaa
tgaaaggaag
aatcaaatta
aaggtttatg
ttgaatgcac
gacagagtcg

cttgatcgeca

cggcgctteg
cgcatccacg
accegttgte
gaaatcaagce
taactggagt
ttettettgt
attaatgegt
tttataacac
gcaccgtata
atgtctactg
aaagctatct
caccataagt
gacataagcet
ttctttggga
gtgctgcaga
gttaataatt
tacattatat
attaacttct
gctttecegta
acaatgatgg
ggtctcaacce
ggcaatggtt
tcttgttceg
agacatttac
ggtctaattt
ggcattacca
aaaaacaaga
gtttgcagtce
gtctggatat
tagacgacga
aattctatga

ttgttggatg
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ccgecggcegg
acgtcgtcecct
gacccgeate
ctgcaatcct
ataaccttgg
ttocgtattt
accagactcce
aacgaggcett
caattctcta
tgtaagctac
atttggttgt
at;aaagcac
acatattttg
gaacaatcct
ctattggcat
gtatatagac
ggaatctggg
gtctttagtt
gcttgataaa
agatacccag
ggcatccaga
ggatatccat
tagatattta
tcaggttact
tcttégtata
ccacatattg
atgacatgca
agcttggceat
aaacccaaga
tggtctccca
atctgatctt

cataccacag

cccggcecgeg
cgacccccac
tctttegeeg
gatccgttta
tctctaatct
gtgtagtttt
agtaattcga
tgatcaagtg
ttteccaaca
agatttatte
tccagettgt
gacaaatgag
aggggcatgt
actcaaccta
atataacaac
gcagtctttg
tgtgatatga
ggcgcagegyg
atttcaactg
cattttcatt
tteccatcttce
tgcacttgca
tcttatctceg
ttatatgaaa
cctgatgeeg
tttctacaat
ccttagtagt
taccttactt
gctatcaaga
atctatgatg
ctttcttact

gtacggtcag

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040



gtttttacca
ttaatatctg
gaaaattcaa
tgagatctat
gagtctecaa
atcctgaaat
atttctettt
agaaataatg
aggtagttag
ggggttagca
cctgtatgga
tggaattatt
atgataatcc
gctgattgta
attcagggtt
gggatatctg
caaggtgtct
acaaaaatta
ttccatgcca
caatcttcag
aatttttgtt
ctcegettta
tgttggggat
catttcacat
actctctgat
agaatttcag
ctcectegat
atacctagcet
tttaaatttc
tcctgatgta

agatcaacct

atttecctgtg
cctttcagat
gtgaggagtt
ttaaactcaa
atetttttet
tgactttaca
tcettgtagg
tatgetttgt
gaacctagga
gtccaaatcc
caaatgtgat
aacagcggta
ttatgccacg
cgattccage
ttgttgagga
tgataaagcce
gtgagecgect
tgcaggtage
gcaacagcat
ctgggectag
gaggatcatt
gttgaaattg
cagcctgtgt
gctttgtcectg
tagatcttta
gtgaagaaaa
ttgtcctttg
agtttcettge
cggaatcttg

agacttggtg

atttgatgct
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aatggggatt
tecttaaccce
cttgtactcecce
gccattcagt
tttetcaaac
atgecttgtte
catgtggtca
acttatgaca
tggagagcac
acctcaagtt
cagcacccca
tttattttta
aggttacatt
ttceggttgt
ccaatttggce
tagtggtctt
atttctacgce
aattctttga
tatatcctgg
aattttcatc
accaactagt
agaaaaatag
gtgcgegcac
tgtatagctg
caacaataat
tatttgagtt
atgatgattc
aagagaataa
ttgectggatt
tctattgcect

tctcacgtat

atagtcgatc
aatccagagg
ttgagcaact
ttacctgtta
agcaaagaga
ataatctgct
gacctttata
tggttccacce
cgacagtgta
caacctattg
gtctttcecta
ccctgtttaa
gtattactca
taattttgtt
ctecgggttga
atggtattca
cgtggatttc
gtgactagat
ttagaggaat
taccggctta
tgggtctttg
ccgacatcge
agcatgggca
tcaacttcge
atagtaatgt
ccttaaagac
tgttgetgat
gtctaatccet
tatgaagagt
acaattatgt

gcttcatgtg
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agaacttgat
caatgtcaaa
actgtgcetet
ctaaatggtt
gaagaaaact
tacgaaatat
taagaaaatg
agtataatca
taatatatat
cataactttt
taaaaatgtc
ttttttectt
agtcaatatt
atgtttgtga
ttgcteggge
acatgggaég
gcatcaataa
gttaactaat
atgctcttca
catttttaca
caggctgcetg
ttcgagttcet
tacatgaaat
cagcccaacce
caggaataat
ggattccatg
gaaaaaattc
tgtgagccete
taccaccaca
ttgcttatta

acacttcctt

caaaatgccc
gattgtaact
ccaggtgagt
acccatgtca
tttaagttct
gcgtttgaac
aagtttttgt
atttaagtct
atgtcgatag
ggtcttacaa
tgctggaata
tgctaaaaga
tgttactatg
actttgetge
tgttgaagaa
ccggccagga
gctctggeaa
cccagtgttt
tgttgcacac
ttacagaacc
acacagacat
ttatggatct
ctggtggeeg
aggtacctat
aataatttgg
aagtcagcag
ctttectage
cagctggatg
tcccattaac
gaaattcata

ttectetggt

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
cacatgecggce
tctagttgaa
acactgttta
tggaagttgce
ttgagctatt
atgagctgcet
gcctctteca
agtggacact

gctgggtact

tgttttecet
aggagatgat
ttectggtte
taccttetge
ctgaaaccga
caggcggtge
ttctttgetg
acgtcaacgc
caggcttcaa
gggtctatat
tagcagagcet
cctetggtet
ctaatgtcaa

agctgaccac

gttgttgtgt
ggacttgcaa
ttagcaattg
aaaatacatg
ttettctaaa
acgccaatca
tggecatgget
gaaagatgtt
gccaagctca
tatattgtgt
ctgttgtgca
aatgtactca
ttttgetate
ggaaggacat
ggcatttcaa
gttctecate
cccectcagea
tcgattacac
ctaatgtttg
agggttttea
catggaatcce
agtaaacgce
tgtcegttee
ttctgaaatt
catgcaagaa
agcaaagttt
gatcgaacca
ttetggecece
gctttcetgte
ggagttccaa
gtcttcaaag

ggctgggett
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tcccateceg
ttgttgacga
aggtactttg
tgttctgtga
tttcaggaaa
gatttgctga
cagtttgagg
ggttccegat
aatggtgtat
ggcttagtta
tactatatag
tttctttttg
tétgaagatc
acttctgtga
attggtgacc
tcactcagtt
cgggcaagct
cacaatgagc
gttgctettt
agttcagcta
ggtgtcatac
teccatttteg
agcattcage
atatacggga
cagggcacct
gtgaatgcaa
agtgctctag
acaatcaacc
tgtgcgacat
gccaccggct
ccctegttet

gatttecgggt

tgctgttgea
acacctaacc
accgatactc
agaaaaagtt
gtaaccatgc
ttgagttgat
ctatcaccag
tattactaga
tgaaatatct
agaatcaggt
aatatcttga
cttcatttta
caactgttta
tcagccagca
ggcatccaca
ctgtccacaa
agtccatgaa
tcctcaacgt
ttcagagaga
tgtccaccct
atatggatct
aaagttttgt
agctggtgaa
acacctgtct
tgcttttcece
ccaccttgac
ccgacacact
ctactggett
acggagccag
gcagccagtg
cegttgteet

ttotgattat
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atcgaaaatg
agacacttge
ccctetttet
atgctgacaa
taaagataca
caggaaactg
tgctgettte
tatttcagaa
tgctgggaag
gtgtgtcaat
cttttatatg
cttgcaggtt
taaggcattg
ctattatggt
acaagaggta
ggtgccgaat
tttggattag
ggtctggttt
acctgcagaa
agaaggagct
ggaccgcagce
tcgtcagaac
agatagctat
cgegetette
cttgggaacc
tattccaacg
agagaaggtg
cctgtacagt
ggtggtgata
gaatttggaa
gctcggagag

gagcgacteg

ctctteggtt
ccaagcaatg
ttectgtgttt
gaatttcgat
gtaactgtaa
aagcctcagg
gtgaacttat
catctggaat
accctgectt
cagcctgaac
tactttagaa
tattctgatc
tcacaaacta
tgtcttttee
aacatggcett
gatctgttca
ttcecctetta
atgtttttca
gtgatatcta
gagttttteg
ttcttgecag
atcactgatt
ggtttctcag
aacaagcttg
aacgggcatt
aaggcagatt
tctcagecegt
gacgacgata
gatacctect
agatgtcettt
ctgteetttg

teccttggttyg

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



10

acacatttta
ggaagctgtt
agaaggagac
ctgtgtttag
ggctaatttc
attttcctgt
catggcggca
gacggctttg

gggctgtgea

cagtttccca
gggtcttaag
gttgaagaat
gctcectetgtt
agtacttcaa
gatgtgatga
tctegatget
agggcaagcet

ttagcagcag
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agcttgagtce
aaccagaagg
cgtgeccgace
ttetteccecet
gtttgccacg
acagacgctt
tgcaaaaccyg
ggacagccac

cgggtggaca

gctctggaga” gcggcgactt cgaccgggece

gteccttggtg gcggtgcectaa
<210> 13
<211> 1088
<212> PRT
<213> Barley cv. Prestige
<400> 13
Met. Ala Ala Ala
1
Ala Ser Gly Asp
20
Leu Glu Ala Pro
35
Val Arg Arg Arg
50
Phe Arg Thr Phe
65
Leu Gln Gly Phe
Ser Ile Phe Ile
100
Asn Arg His Pro
115

ggtgaatggt

Ala Gly Asp

Ala Ala Tyr

Ala Thr Arg

Phe Ala Ala

55

His Phe Arg

Gln Gln Arg

Pro Glu Asp

Asp Ser Ile

ggccacacag
atcagcattt
agttgatcaa
gatcagcectct
catttctgac
gagagctgeg
accgcectaca
aacatgaggg
ggggtgeegg
atggagtgca

agcaactag

val Glu

Gly
25

Ala
40

Glu
Gly Gly
Ile His
Lys

Lys

Ser
105

Trp

Phe
120

110

Ala

10

Ala Ala

Ala Arg Arg

Pro

Asp Val

Leu

90

Phe

Arg Asp

cacgttgaag
ctctgatcte
ggtatgcett
ccgatccect
atattcttte
gctgggacge
ttggcaaatc
aagccctcect
actactgccg

tcgeeceggtt

Phe Leu

Lys Ala

Ala Ala

Val

Leu

tacacgttca
atccttgage
ttgggatatc
tacatcctta
ctecttgtttt
tgtgggctge
gctcaaggtyg
gaggtccacce
cttcagettt

cagggagctg

Cys
15

Leu Glu

30

Leu Gly

45

Ala Ala
60

val
75

Thr Met

Thr

Phe

Lys Thr

Gly

Leu

Met

Tyr

vVal

Leu Glu

Asp Pro

Glu Ile

95

Glu
110

Gly

Ala Glu

125

Gln

Ala

Cys

His

Pro

Leu

Leu

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6459



Gly

Pro

145

Ala

Ile

Glu

Arg

Met

225

Leu

Leu

Pro

val

Trp

305

val

Lys

Leu

Cys
130

Ser

Trp

Tyr

Ser

Ile

210

Ser

Ser

Gly

Ser

Cys

290

Gln

Glu

val

Ser

Arg
370

Gly
Lys
Ile
Asp
Asp
195
Vval
Lys
Asn
Leu
Gly
275
Glu
Thr
Ile
Gly
Gly

355

Gln

Asn

val

Asn

Ala

180"

Leu

Gly

Ile

Tyr

Ile

260

Leu

Lys

Glu

Asp

340

Gly

Pro

Gly

Tyr

Leu

165

Glu

Leu

Cys

Val

Cys

245

Ala

Met

Leu

Ile

Lys

325

Gln

Asn
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Trp

Gly

150

Tyr

Gly

Ser

Ile

Thr

230

Ala

val

Phe

Met

310

Asn

Pro

Ile

Gln

Ile

135

Leu

Leu

Lys

Tyr

Pro

215

Glu

Leu

Ala

Phe

Leu

295

Gln

Ser

Val

Ser

val
375

Ser Ile

Asp Ile

Asn Ala

Thr Leu
185

Cys Arg
200

Gln Ile

Asn Ser

Gln Gly

val Glu
265

Asn Met
280

Arg Arg

Ala Ala

Arg His

Cys Ala

345

His Ala
360

Lys Lys

111

Ala

Asn

Leu

170

Leu

Asp

Leu

Ser

Phe

250

Glu

Gly

Gly

Asp

Arg

330

Arg

Leu

Ile

Leu

Pro

155

Asp

Asp

Asn

Asn

Glu

235

Val

Gly

Gly

Phe

Thr

315

Phe

Thr

Ser

Phe

Ala

140

Arg

Asp

Arg

Lys

Pro

220

Glu

Glu

Ile

Arg

Arg

300

Asp

Glu

Ala

val

Glu
380

Glu

Ala

Asp

Val

Ile

205

Asn

Phe

Asp

Ser

Pro

285

Ile

Ile

Phe

Trp

Tyr

365

Phe

Lys

Ile

Gly

Glu

190

Glu

Pro

Leu

Gln

val

270

Gly

Asn

Ser

Phe

Ala

350

Ser

Leu

Trp

Lys

Leu

175

Phe

Leu

Glu

Tyr

Phe

255

Ile

Gln

Lys

Ala

Met

335

Tyr

Cys

Lys

Cys

Ile

160

Pro

Tyr

Asp

Ala

Ser

240

Gly

Lys

Gly

Leu

Leu

320

Asp

Met

Gln

Asp



Gly

385

Ser

Leu

Asn

Pro

Ile

465

Glu

Ile

Pro

Gln

Ala

545

Leu

Asn

Ala

val

Gln
625

Phe

val

Gln

Phe

Leu

450

Glu

His

Glu

Arg

val

530

Phe

Leu

Gly

Ile

Ala

610

Thr

His

Ala

Glu

Arg

435

Thr

Asn

Leu

Glu

Gln

515

val

val

Asp

val

Leu

595

Phe

Ile

Glu

Asp

Asn

420

Asn

Pro

Ala

Thr

Ser

500

Ser

val

Asn

Ile

Leu

580

Cys

Ala

Glu

vVal

Glu

405

Lys

Leu

Asp

Leu

Arg

485

Asn

Asp

Thr

Leu

Ser

565

Lys

Gly

Ile

Leu
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Ser

390

Lys

Ser

val

Asn

Arg

470

His

His

Leu

Gly

Leu

550

Glu

Tyr

Leu

Ser

Leu
630

Ser

Ile

Asn

Ala

val

455

Leu

Leu

Ala

Leu

Met

535

Ser

His

Leu

val

Glu

615

Glu

Ser

Pro

Pro

Gly

440

val

Phe

Pro

Lys

Ile

520

Ala

val

Leu

Ala

Lys

600

Asp

Gly

Leu
Phe
Cys
425
Phe
val
Ser
Lys
Asp
505
Glu
Gln
Thr
Glu
Gly
585
Asn

Pro

His

112

Asp

Leu

410

Glu

Met

Phe

Pro

Gln

490

Thr

Leu

Phe

Lys

Leu

570

Lys

Gln

Thr

Thr

Leu

395

Ala

Pro

Lys

Pro

Gly

475

Trp

vVal

Ile

Glu

Asp

555

Ser

Thr

Val

Val

Ser
635

Ser

Tyr

Pro

Ser

Ser

460

Leu

Leu

Thr

Arg

Ala

540

val

Ser

Leu

Tyr

Tyr

620

val

Phe

Leu

Ala

Tyr

445

Arg

Ala

Thr

Vval

Lys

525

Ile

Gly

Leu

Pro

Ser

605

Lys

Ile

Asp

Ala

Gly

430

His

Ala

Ile

Ser

Ile

510

Leu

Thr

Ser

Pro

Ser

590

Asp

Ala

Ser

Asp

Ser

415

Cys

His

Val

Val

Leu

495

Glu

Lys

Ser

Arg

Ser

575

His

Leu

Leu

Gln

Asp

400

Phe

Leu

Ile

Ala

Asp

480

Ala

Ala

Pro

Ala

Leu

560

Ser

Ala

Glu

Ser

His
640



Tyr

Met

Phe

Asp

705

Glu

Ser

Gly

Lys

Leu

785

Thr

Pro

Tyr

Asp

val

865

Cys

Tyr

His

Ile

Phe

690

Arg

Ser

Ser

Ala

Leu

770

Gly

Thr

Ser

Ile

Asp

850

val

Ser

Gly

Pro

Gly

675

val

Ser

Phe

Ile

Ser

755

val

Thr

Leu

Ala

Ser

835

Ile

Ile

Gln

Cys

Gln

660

Phe

Pro

Phe

val

Gln

740

Glu

Leu

Asn

Thr

Leu

820

Gly

Ala

Asp

Trp

Leu

645

Gln

Ser

Gly

Leu

Arg

725

Gln

Ile

Cys

Gly

Ile

805

Ala

Pro

Glu

Thr

Asn
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Phe

Glu

Ser

Ser

Pro

710

Gln

Leu

Ile

Cys

His

790

Pro

Asp

Thr

Leu

Ser

870

Leu

His

Arg

Ser

Met

695

Val

Asn

Vval

Tyr

Met

775

Tyxr

Thr

Thr

Ile

Leu

855

Ser

Glu

Glu

Glu

Ala

680

Glu

Pro

Ile

Lys

Gly

760

Gln

vVal

Lys

Leu

Asn

840

Ser

Ser

Arg

Leu

Pro

665

Met

Ser

Ser

Thr

Asp

745

Asn

Glu

Asn

Ala

Glu

825

Pro

Vval

Gly

Cys

113

Leu

650

Ala

Ser

Gly

Ala

Asp

730

Ser

Thr

Gln

Ala

Asp

810

Lys

Thr

Cys

Leu

Leu

Ala

Glu

Thr

Val

val

715

Ser

Tyr

Cys

Gly

Ala

795

Ser

val

Gly

Ala

Glu

875

Ser

Phe

vVal

Leu

Ile

700

Asn

Glu

Gly

Leu

Thr

780

Lys

Gly

Ser

Phe

Thr

860

Phe

Asn

Gln

Ile

Glu

685

His

Ala

Thr

Phe

Ala

765

Leu

Phe

Phe

Gln

Leu

845

Tyr

Gln

val

Ile

Ser

670

Gly

Met

Ser

Asp

Ser

750

Leu

Leu

val

Lys

Pro

830

Tyr

Gly

Ala

Lys

Gly

655

Lys

Ala

Asp

Ile

val

735

Ala

Phe

Phe

Asn

Ile
815

Trp

Ser

Ala

Thr

Ser

Asp

Glu

Glu

Leu

Phe

720

Arg

Gly

Asn

Pro

Ala

800

Glu

Val

Asp

Arg

Gly

880

Ser
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885 . 890 895

Lys Pro Ser Phe Ser Val Val Leu Leu Gly Glu Leu Ser Phe Glu Leu
900 905 910

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
945 950 955 960

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

Asn Arg Ala Asp Gln 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 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 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
<210> 14
<211> 1088
<212> PRT
<213> Barley cv. Sebastian
<400> 14

Met Ala Ala Ala Ala Gly Asp Val Glu Ala Phe Leu Ala Ala Cys Gln
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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 Pro Ala Ala Gly Leu Glu Cys

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

Leu Gln Gly Phe Gln Gln Arg Lys Lys Leu Thr Met Met Glu Ile Pro
85 90 95

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 Afg Asp Lys Thr vVal Ala 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 Val Tyr Gly Leu Asp Ile Asn Pro Arg Pro Ile Lys Ile
145 150 155 160

Ala Trp Ile Asn Leu Tyr Leu Asn Ala Leu Asp Asp Asp Gly Leu Pro
165 170 175

Ile Tyr Asp Ala Glu Gly Lys Thr Leu Leu Asp Arg Val Glu Phe Tyr
180 185 190

Glu Ser Asp Leu Leu Ser Tyr Cys Arg Asp Asn Lys Ile Glu Leu Asp
195 200 205

Arg Ile Val Gly Cys Ile Pro Gln Ile Leu Asn Pro Asn Pro Glu Ala
210 215 220

Met Ser Lys Ile Val Thr Glu Asn Ser Ser Glu Glu Phe Leu Tyr Ser
225 230 235 240

Leu Ser Asn Tyr Cys Ala Leu Gln Gly Phe Val Glu Asp Gln Phe Gly
245 250 255
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Leu

Pro

Val

Trp

305

Vval

Leu

Lys

Leu

Gly

385

Ser

Leu

Asn

Pro

Ile

465

Glu

Ile

Gly

Ser

Cys

Leu

Gly
275

Glu

290

Gln

Glu

Vval

Ser

Arg

370

Phe

Val

Gln

Phe

Leu

450

Glu

His

Glu

Thr

Ile

Gly

Gly

355

Gln

His

Ala

Glu

Arg

435

Thr

Asn

Leu

Glu

Ile

260

Leu

Arg

Lys

Glu

Asp

340

Gly

Pro

Glu

Asp

Asn

420

Asn

Pro

Ala

Thr

Ser
500

Ala

Met

Leu

Ile

Lys

325

Gln

Arg

Asn

val

Glu

405

Lys

Leu

Asp

Leu

Arg

485

Asn

ES 2600353 T3

Arg

val

Phe

Met

310

Asn

Pro

Ile

Gln

Ser

390

Lys

Ser

Vval

Asn

Arg

470

His

His

Ala

Phe

Leu

295

Gln

Ser

Val

Ser

val

375

Ser

Ile

Asn

Ala

val

455

Leu

Leu

Ala

Val

Asn

280

Arg

Ala

Arg

Cys

His

360

Lys

Ser

Pro

Pro

Gly

440

Val

Phe

Pro

Lys

Glu

265

Met

Arg

Ala

His

Ala

345

Ala

Lys

Leu

Phe

Cys

425

Phe

val

Ser

Lys

Asp
505

116

Glu

Gly

Gly

Asp

Arg

330

Arg

Leu

Ile

Asp

Leu

410

Glu

Met

Phe

Pro

Gln

490

Thr

Gly

Gly

Phe

Thr

315

Phe

Thr

Ser

Phe

Leu

395

Ala

Pro

Lys

Pro

Gly

475

Trp

val

Ile

Arg

Arg

300

Asp

Glu

Ala

Val

Glu

380

Ser

Tyr

Pro

Ser

Ser

460

Leu

Leu

Thr

Ser

Pro

285

ITle

Ile

Phe

Trp

Tyr

365

Phe

Phe

Leu

Ala

Tyr

445

Arg

Ala

Thr

val

Val

270

Gly

Asn

Ser

Phe

Ala

350

Ser

Leu

Asp

Ala

Gly

430

His

Ala

Ile

Ser

Ile
510

Ile

Gln

Lys

Ala

Met

335

Tyr

Cys

Lys

Asp

Ser

415

Cys

His

val

val

Leu

495

Glu

lys

Gly

Leu

Leu

320

Asp

Met

Gln

Asp

Asp

400

Phe

Leu

Ile

Ala

Asp

480

Ala

Ala



Pro

Gln

Ala

545

Leu

Asn

Ala

Vval

Gln

625

Tyx

Arg

Met

Phe

Asp

705

Glu

Ser

Gly

Arg

val

530

Phe

Leu

Gly

Ile

Ala

610

Thr

Tyr

His

Ile

Phe

690

Arg

Ser

Ser

Ala

Gln

515

val

val

Asp

val

Leu

595

Phe

Ile

Gly

Pro

Gly

675

Val

Ser

Phe

Ile

Ser
755

Ser

val

Asn

Ile

Leu

580

Cys

Ala

Glu

Cys

Gln

660

Phe

Pro

Phe

Val

Gln

740

Glu

Asp

Thr

Leu

Ser

565

Lys

Gly

Ile

Leu

Leu

645

Gln

Ser

Gly

Leu

Axrg

725

Gln

Ile
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Leu

Gly

Leu

550

Glu

Tyr

Leu

Ser

Leu

630

Phe

Glu

Ser

Ser

Pro

710

Gln

Leu

Ile

Leu

Met
535

Ser V.

His
Leu
val
Glu
615
Glu
His
Arg
Ser
Met
695
val
Asn

val

Tyr

Ile
520

Ala

Leu

Ala

Lys

600

Asp

Gly

Glu

Glu

Ala

680

Glu

Pro

Ile

Lys

Gly
760

Glu

Gln

Thr

Glu

Gly

585

Asn

Pro

His

Leu

Pro

665

Met

Ser

Ser

Thr

Asp

745

Asn

117

Leu

Phe

Lys

Leu

570

Lys

Gln

Thr

Thr

Leu

650

Ala

Ser

Gly

Ala

Asp

730

Ser

Thr

Ile

Glu

Asp

555

Ser

Thr

val

Val

Ser

635

Ala

Glu

Thr

val

val

715

Ser

Tyr

Cys

Arg

Ala

540

val

Ser

Leu

Tyr

Tyr

620

val

Phe

val

Leu

Ile

700

Asn

Glu

Gly

Leu

Lys

525

Ile

Gly

Leu

Pro

Ser

605

Lys

Ile

Gln

Ile

Glu

685

His

Ala

Thr

Phe

Ala
765

Leu

Thr

Ser

Pro

Ser

590

Asp

Ala

Ser

Ile

Ser

670

Gly

Met

Ser

Asp

Ser

750

Leu

Lys
Ser
Arg
Ser
575
His
Leu
Leu
Gln
Gly
655
Lys
Ala
Asp
Ile
val
735

Ala

Phe

Pro

Ala

Leu

560

Ser

Ala

Glu

Ser

His

640

Asp

Glu

Glu

Leu

Phe

720

Arg

Gly

Asn
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Lys Leu Val Leu Cys Cys Met Gln Glu Gln Gly Thr Leu Leu Phe Pro
770 775 780

Leu Gly Thr Asn Gly His Tyr Val Asn Ala Ala Lys Phe Val Asn Ala
785 790 795 800

Thr Thr Leu Thr Ile Pro Thr Lys Ala Asp Ser Gly Phe Lys Ile Glu
805 810 815

Pro Ser Ala Leu Ala Asp Thr Leu Glu Lys Val Ser Gln Pro Trp Val
820 825 830

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 Leu Ser Val Cys Ala Thr Tyr Gly Ala Arg
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
900 905 910

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
945 950 955 960

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

Asn Arg Ala Asp Gln 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 Ala
995 1000 1005

Tyr Ile Gly Lys Ser Leu Lys Val Asp Gly Phe Glu Gly Lys Leu
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<210> 15
<211> 186
<212> PRT

Asp

Cys

Phe

Cys

Vval

1010

Ser
1025

Ile
1040

Ser
1055

Ile
1070

Asn
1085

<213> Barley, Mutante 14018

<400> 15

Met

Ala

Leu

val

Phe

65

Leu

Ser

Asn

Gly

Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

35

Arg
50

Arg
Arg Thr
Gln Gly
Ile

Phe

His
115

Arg

Cys Gly

Ala

Asp

20

Pro

Phe

Phe

Ile

100

Pro

Asn

His Asn Met

Ser Ser Ser

Phe Ala Leu

Ala Arg Phe

Ala

Ala

Ala

Phe

His

Gln

85

Pro

Asp

Gly
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Arg

Gly

Glu

Arg

Gly Ser Asn

Gly

Ala

Thr

Ala

Asp

Tyr

Arg

Ala

1015

Glu Ala Leu Leu
1030

Trp Thr Gly Val
1045

Ser Gly Asp Phe
1060

Glu Leu Val Leu
1075

Glu Ala

10

Val

Ala
25

Gly Ala

Ala
40

Glu Ala

Gly Gly Pro

55

Phe

70

Gln

Glu

Ser

Trp

Arg

Arg

Asp

Ile

Ile

Ile His Asp

75

Leu
90

Lys Lys

Ser Phe

105

Trp

Phe
120

Arg Asp

Ser Ile Ala

119

Phe

Lys

Arg

Ala

val

Thr

Thr

Lys

Leu

Arg

Pro

Asp

Gly

Leu

Ala

Arg

Ala

60

Val

Met

Phe

Thr

Ala

1020

Ser
1035

Thr Gly Leu

Asp Tyr Cys Arg
1050

Arg Ala Met Glu
1065

Gly Gly Ala Lys
1080

Ala Ala Cys Gln

15

Val Leu Glu

30

Arg

Leu Leu Gly Ala

Gly Leu Glu Cys

Leu Asp Pro His

Glu Ile

95

Met Pro

Glu
110

Tyr Gly Leu

Val
125

Ala Glu Leu

Glu Lys Trp Cys
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<210> 16
<211> 180
<212> PRT

130

Pro Ser Lys

145

Phe Val Ala

Leu Tyr Met

<213> Barley, Mutante 14018

<400> 16

Met

Ala

Leu

val

Phe

65

Leu

Ser

Asn

Gly

Pro

145

Phe

Ala

Ser

Glu

Arg

Arg

Gln

Ile

Arg

Cys

130

Ser

vVal

Ala

Gly

Ala

35

Arg

Thr

Gly

Phe

His

115

Gly

Lys

Ala

Ile

Asn

Lys
180

Ala

Asp

20

Pro

Arg

Phe

Phe

Ile

100

Pro

Asn

Ile

Asn

Gly

Met

165

Leu

Ala

Ala

Ala

Phe

His

Gln

85

Pro

Asp

Gly

Gly

Met

ES 2600353 T3

Thr
150

Gly

Leu

Gly

Ala

Thr

Ala

Phe

70

Gln

Glu

Ser

Trp

Thr

150

Gly

135

Ser

Pro

Gly

Asp

Tyr

Arg

Ala

55

Arg

Arg

Asp

Ile

Ile

135

Ser

Pro

Cys

Ala

Val

val

Gly

Ala

Gly

Ile

Lys

Trp

Phe

120

Ser

Cys

Ala

Ser

Glu

Cys
185

Glu

Ala

25

Glu

Gly

His

Lys

Ser

105

Arg

Ile

Ser

Glu

120

val

val

170

Gln

Ala

10

Ala

Ala

Pro

Asp

Leu

90

Phe

Asp

Ala

val

val

140

Asp Ile Tyr Leu Ile Ser

155

160

Arg His Leu Leu Arg Leu

Phe

Lys

Arg

Ala

val

75

Thr

Thr

Lys

Leu

Asp

155

Arg

Leu

Ala

Arg

Ala

60

val

Met

Phe

Thr

Ala

140

Ile

His

Ala

Val

Leu

45

Gly

Leu

Met

Tyr

val

125

Glu

Tyr

Leu

Ala

Leu

30

Leu

Leu

Asp

Glu

Glu

110

Ala

Lys

Leu

Leu

175

Cys Gln
15

Glu Arg

Gly Ala

Glu Cys

Pro His

80

Ile Pro
95

Gly Leu

Glu Leu

Trp Cys

Ile Ser

160

Arg Phe
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15
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165

Met Val Trp Ile
180

Ala

Ser

Glu

Arg

50

Arg

Gln

Ile

Arg

Cys

130

Cys

Asn

Ala
Gly
Ala
35

Arg
Thr
Gly
Phe
His
115
Gly

Met

Leu

<210> 17

<211> 163

<212> PRT

<213> Barley, Mutante 14018

<400> 17
Met
1
Ala
Leu
val
Phe
65
Leu
Ser
Asn
Gly
Asp
145
Pro

<210> 18

<211> 315

<212> PRT

<213> Barley, Mutante 8063

<400> 18

Ala

Asp

20

Pro

Arg

Phe

Phe

Ile

100

Pro

Asn

Asp

Ala

Ala

Ala

Phe

His

Gln

85

Pro

Asp

Gly

Lys

Gly

Ala

Thr

Ala

Phe

70

Gln

Glu

Ser

Leu

Pro
150

Asp

Tyr

Arg

Ala

55

Arg

Arg

Asp

Ile

Trp
135

Leu

val

Gly

Ala

40

Gly

Ile

Lys

Trp

Phe

120

Ser

Leu

Glu

Ala

25

Glu

Gly

His

Lys

Ser

105

Arg

Gly

Glu

121

170

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

Ala

Leu

Leu

Leu

Asp

Glu

Glu

110

Ala

Ser

Arg

175

Cys

15

Glu

Gly

Glu

Ile

95

Gly

Glu

Tyr

Trp

Gln

Arg

Ala

Cys

His

80

Pro

Leu

Leu

Gln

Ser
160



Met

Ala

Leu

vVal

Phe

65

Leu

Ser

Asn

Gly

Pro

145

Ala

Ile

Glu

Met
225

Leu

Ala

Ser

Glu

Arg

50

Arg

Gln

Ile

Arg

Cys

130

Ser

Trp

Tyr

Ser

Ile

210

Ser

Ser

Ala

Gly

Ala

35

Arg

Thr

Gly

Phe

His

115

Gly

Lys

Ile

Asp

Asp

195

val

Lys

Asn

Ala

Asp

20

Pro

Arg

Phe

Phe

Ile

100

Pro

Asn

Val

Asn

Ala

180

Leu

Gly

Ile

Tyr

Ala

Ala

Ala

Phe

His

Gln

85

Pro

Asp

Gly

Tyr

Leu

165

Glu

Leu

Cys

val

Cys
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Gly

Ala

Thr

Ala

Phe

Gln

Glu

Ser

Trp

Gly

150

Tyr

Gly

Ser

Ile

Thr

230

Ala

Asp

Tyr

Arg

Ala

55

Arg

Arg

Asp

Ile

Ile

135

Leu

Leu

Lys

Tyr

Pro

215

Glu

Leu

Val Glu

Gly Ala
25

Ala Glu
40

Gly Gly

Ile His

Lys Lys

Trp Ser

105

Phe Arg

120

Ser Ile

Asp Ile

Asn Ala

Thr Leu

185

Cys Arg

200

Gln Ile

Asn Ser

Gln Gly

122

Ala

10

Ala

Ala

Pro

Asp

Leu

Phe

Asp

Ala

Asn

Leu .

170

Leu

Asp

Leu

Ser

Phe

Phe

Lys

Arg

Ala

Val

75

Thr

Thr

Lys

Leu

Pro

155

Asp

Asp

Asn

Asn

Glu

235

val

Leu

Ala

Arg

Ala

Val

Met

Phe

Thr

Ala

140

Arg

Asp

Lys

Pro

220

Glu

Glu

Ala

val

Leu

45

Gly

Leu

Met

Tyr

val

125

Glu

Ala

Asp

Vval

Ile

205

Asn

Phe

Asp

Ala

Leu

30

Leu

Leu

Asp

Glu

Glu

110

Ala

Lys

Ile

Gly

Glu

190

Glu

Pro

Leu

Gln

Cys

15

Glu

Gly

Glu

Pro

Ile

95

Gly

Glu

Trp

Lys

Leu

175

Phe

Leu

Glu

Tyr

Phe

Gln

Arg

Ala

Cys

His

Pro

Leu

Leu

Cys

Ile

160

Pro

Tyr

Asp

Ala

Ser

240

Gly
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Leu

Pro

Val

Trp
305

<210>19
<211> 315
<212> PRT

Gly

Ser

Cys
290

Gln

Leu

Gly

275

Glu

Thr

<213> Barley, Mutante 8063

<400> 19

Met

Ala

Leu

vVal

Phe

65

Leu

Ser

Asn

Gly

Pro

Ala

Ser

Glu

Arg

50

Arg

Gln

Ile

Arg

Cys

130

Ser

Ala

Gly

Ala

35

Arg

Thr

Gly

Phe

His

115

Gly

Lys

Ile

260

Leu

Arg

Lys

Ala

Asp

20

Pro

Arg

Phe

Phe

Ile

100

Pro

Asn

val

245

Ala

Met

Leu

Ile

Ala

Ala

Ala

Phe

His

Gln

85

Pro

Asp

Gly

Tyr
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Arg

val

Phe

Met
310

Gly

Ala

Thr

Ala

Phe

70

Gln

Glu

Ser

Trp

Gly

Ala

Phe

Leu

295

Gln

Asp

Tyr

Arg

Ala

55

Arg

Arg

Asp

Ile

Ile

135

Leu

val

Asn

280

Arg

Ile

Val

Gly

Ala

40

Gly

Ile

Lys

Trp

Phe

120

Ser

Asp

Glu

265

Met

Arg

Ala

Glu

Ala

25

Glu

Gly

His

Lys

Ser

105

Arg

Ile

Ile

123

250

Glu

Gly

Gly

Ile

Ala

10

Ala

Ala

Pro

Asp

Leu

90

Phe

Asp

Ala

Asn

Gly
Gly
Phe

Leu
315

Phe
Lys
Arg
Ala
val
75

Thr
Thr
Lys

Leu

Pro

Ile

Arg

Arg
300

Leu

Ala

Arg

Ala

60

Val

Met

Phe

Thr

Ala

140

Arg

Ser

Pro

285

Ile

Ala

val

Leu

45

Gly

Leu

Met

Tyr

Vval

125

Glu

Ala

val
270

Gly

Asn

Ala

Leu

30

Leu

Leu

Asp

Glu

Glu

110

Ala

Lys

Ile

255

Ile

Gln

Lys

Cys

15

Glu

Gly

Glu

Pro

Ile

Gly

Glu

Trp

Lys

Lys

Gly

Leu

Gln

Arg

Ala

Cys

His

Pro

Leu

Leu

Cys

Ile
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145

Ala

Ile

Glu

Arg

Met -

225

Leu

Leu

Pro

val

Trp
305

<210> 20
<211> 289
<212> PRT

Trp

Tyr

Ser

Ile

210

Ser

Ser

Gly

Ser

Cys

290

Gln

Ile

Asp

Asp

195

Val

Lys

Asn

Leu

Gly

275

Glu

Thr

<213> Barley, Mutante 8063

<400> 20

Met Ala Ala

1

Ala Ser Gly

Leu Glu Ala

35

Val Arg Arg

Asn

Ala

180

Leu

Gly

Ile

Tyr

Ile

260

Leu

Arg

Lys

Ala

Asp

20

Pro

Arg

Leu

165

Glu

Leu

Cys

val

Cys

245

Ala

Met

Leu

Ile

Ala

Ala

Ala

Phe
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150

Tyr

Gly

Ser

Ile

Thr

230

Ala

Arg

Val

Phe

Met
310

Gly

Ala

Thr

Ala

Leu

Lys

Tyr

Pro

215

Glu

Leu

Ala

Phe

Leu

295

Gln

Asp

Tyr

Arg

Ala

Asn

Thr

Cys

200

Gln

Asn

Gln

val

Asn

280

Arg

Ile

Val

Gly

Ala

40

Gly

Ala

Leu

185

Arg

Ile

Ser

Gly

Glu

265

Met

Arg

Ala

Glu

Ala

25

Glu

Gly

124

Leu

170

Leu

Asp

Leu

Ser

Phe

250

Glu

Gly

Gly

Ile

Ala

10

Ala

Ala

Pro

155

Asp

Asp

Asn

Asn

Glu

235

val

Gly

Gly

Phe

Leu
315

Phe

Lys

Arg

Ala

Asp

Arg

Lys

Pro

220

Glu

Glu

Ile

Arg

Arg
300

Leu

Ala

Arg

Ala

Asp

Val

Ile

205

Asn

Phe

Asp

Ser

Pro

285

Ile

Ala

Val

Leu

45

Gly

Gly

Glu

190

Glu

Pro

Leu

Gln

val

270

Gly

Asn

Ala

Leu

30

Leu

Leu

Leu

175

Phe

Leu

Glu

Tyr

Phe

255

Ile

Gln

Lys

Cys

15

Glu

Gly

Glu

160

Pro

Tyr

Asp

Ala

Ser

240

Gly

Lys

Gly

Leu

Gln

Arg

Ala

Cys



Phe

65

Leu

Ser

Asn

Gly

Pro

145

Ala

Ile

Glu

Arg

Met

225

Leu

Leu

Pro

Cys

50

Arg

Gln

Ile

Arg

Cys

130

Ser

Trp

Tyr

Ser

Ile

210

Ser

Ser

Gly

Ser

Thr

Gly

Phe

His

115

Gly

Lys

Ile

Asp

Asp

195

val

Lys

Asn

Leu

Gly
275

Phe

Phe

Ile

100

Pro

Asn

Val

Asn

Ala

180

Leu

Gly

Ile

Tyr

Ile

260

Leu

His
Gln
85

Pro
Asp
Gly
Tyxr
Leu
165
Glu
Leu
Cys
val
Cys
245

Ala

Met

ES 2600353 T3

Phe

70

Gln

Glu

Ser

Trp

Gly

150

Tyr

Gly

Ser

Ile

Thr

230

Ala

Arg

Val

55

Arg

Arg

Asp

Ile

Ile

135

Leu

Leu

Lys

Tyr

Pro

215

Glu

Leu

Ala

Phe

Ile His

Lys Lys

Trp Ser
105

Phe Arg
120

Ser Ile

Asp Ile

Asn Ala

Thr Leu

185

Cys Arg
200

Gln Ile

Asn Ser

Gln Gly

val Glu

265

Asn Met
280

125

Asp

Leu

90

Phe

Asp

Ala

Asn

Leu

170

Leu

Asp

Leu

Ser

Phe

250

Glu

Gly

val

75

Thr

Thr

Lys

Leu

Pro

155

Asp

Asp

Asn

Asn

Glu

235

val

Gly

Gly

60

val
Met
Phe
Thr
Ala
140
Arg
Asp
Arg
Lys
Pro
220
Glu

Glu

Ile

Leu Asp

Met Glu

Tyr Glu
110

Vval Ala
125

Glu Lys

Ala Ile

Asp Gly

val Glu
190

Ile Glu
205

Asn Pro

Phe Leu

Asp Gln

Ser Val

270

Pro Gly
285

Pro

Ile

95

Gly

Glu

Trp

Lys

Leu

175

Phe

Leu

Glu

Tyr

Phe

255

Ile

Gln

His

80

Pro

Leu

Leu

Cys

Ile

160

Pro

Tyr

Asp

Ala

Ser

240

Gly

Lys

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2600353 T3

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar una bebida a base de cebada con bajos niveles de uno o mas
sabores indeseables y/o precursores de los mismos, donde el procedimiento implica un ingreso reducido de energia,
comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(i) suministro de una planta de cebada o una parte de la misma, donde dicha planta de cebada comprende:

(a) una primera mutacién que produce una pérdida total de lipoxigenasa (LOX)-1 funcional; y

(b) una segunda mutacioén que produce una pérdida total de LOX-2 funcional; y

(c) una tercera mutacion que produce una pérdida total de S-adenosilmetionina:metionina S-metiltransferasa
funcional (MMT);

(i) opcionalmente malteado de al menos parte de dicha cebada, obteniendo asi cebada malteada;

(iii) maceracion de dicha cebada y/o cebada malteada y opcionalmente adjuntos adicionales, obteniendo asi un
mosto;

(iv) calentamiento de dicho mosto opcionalmente en presencia de ingrediente(s) adicional(es), donde como maximo
el 4% del volumen de mosto se evapora, obteniendo asi mosto calentado;

(v) procesamiento de dicho mosto calentado en una bebida;

preparando asi la bebida a base de cebada con bajos niveles de uno o més sabores indeseables y/o precursores de
los mismos.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la etapa (i) comprende el suministro de
granos de cebada.

3. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicha
cebada es malteada usando un procedimiento que comprende las etapas de

a) remojo de dicha cebada;
b) germinacién de dicha cebada;
¢) secado en horno de dicha cebada

y donde el secado en horno de dicha cebada se realiza a una temperatura como maximo de 80°C, mas
preferentemente todavia a una temperatura como maximo de 75°C, tal como a una temperatura como maximo de
70°C, por ejemplo a una temperatura como maximo de 65°C, tal como a temperatura como maximo de 60°C, por
ejemplo a una temperatura como maximo de 55°C, tal como a una temperatura como maximo de 50°C, por ejemplo
a una temperatura como maximo de 45°C, tal como a una temperatura como maximo de 40°C.

4. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho
mosto se calienta a una temperatura como maximo de 99,8°C, tal como como méaximo 99,5°C, por ejemplo como
maximo 99°C.

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la etapa
v) comprende fermentacién del mosto.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el
procedimiento no implica el calentamiento a una temperatura superior a 80°C durante mas de 30 min,
preferentemente durante mas de 20 min.

7. Una planta de cebada, o una parte de la misma, donde dicha planta de cebada comprende:

a) una primera mutacion que produce una pérdida total de LOX-1 funcional, y
b) una segunda mutacién que produce una pérdida total de LOX-2 funcional y
¢) una tercera mutacién que produce una pérdida total de MMT funcional.

8. La planta de cebada, o una parte de la misma, de acuerdo con la reivindicacién 7, donde el gen que
codifica LOX-1 de dicha planta comprende un cod6n de terminacion prematuro situado como maximo 705,
preferentemente como maximo 665 codones corriente abajo del codén de inicio.

9. La planta de cebada, o una parte de la misma, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
7 a 8, donde el gen que codifica LOX-2 de dicha planta comprende un codén de terminacién prematuro situado
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como maximo 707, preferentemente como maximo 684 codones corriente abajo del codon de inicio.

10. La planta de cebada, o una parte de la misma, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
7 a 8, donde la mutacién en el gen que codifica MMT es una mutacion dentro del sitio de splicing 5' de un intrén, tal
como una mutacién G—A de base del terminal 5' de un intrén.

11. La planta de cebada, o una parte de la misma, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
7 a 10, donde la mutacién produce un gen que codifica una forma truncada de MMT que comprende un fragmento
N-terminal de MMT de tipo salvaje y opcionalmente secuencias C-terminales no encontradas en MMT de tipo
salvaje, donde dicho fragmento N-terminal comprende como maximo 500, mas preferentemente como maximo 450,
mas preferentemente todavia como maximo 400, mas preferentemente todavia como maximo 350, mas
preferentemente todavia como maximo 320, mas preferentemente todavia como maximo 311, o como maximo 288
residuos de aminoacidos N-terminales de SEQ ID NO: 13.

12. Una composicion de malta que comprende una planta de cebada procesada, o una parte de la misma,
donde dicha planta de cebada es la planta de cebada de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11.

13. Una bebida a base de cebada que puede prepararse a partir de una planta de cebada, o una parte de
la misma, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, donde dicha bebida contiene un nivel de
sulfuro de dimetilo (DMS) inferior a 10 ppb.

14. La bebida de acuerdo con la reivindicacion 13, donde dicha bebida se prepara mediante el
procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

15. La bebida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14, donde la bebida es cerveza.

16. La bebida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, donde la bebida es una
bebida de malta no alcohdlica.
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