ES 2312984 T3

@ Numero de publicacién: 2 312 984

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
C12N 15/53 (2006.01)
ESPANA C12Q 1/68 (2006.01)

C12N 9/08 (2006.01)
C12C 1/00 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 04723378 .8
Fecha de presentacion : 25.03.2004

Numero de publicacion de la solicitud: 1609866
Fecha de publicacion de la solicitud: 28.12.2005

Titulo: Gen de la lipoxigenasa-1 de cebada, método de seleccidon de cebada, materiales para bebidas alcohé-
licas de malta y método para la produccion de bebidas alcohdlicas de malta.

Prioridad: 25.03.2003 JP 2003-83924 @ Titular/es: Sapporo Breweries Limited
20-1, Ebisu 4-chome
Shibuya-ku, Tokyo 150-8522, JP

Fecha de publicacion de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Hirota, Naohiko;
01.03.2009 Kaneko, Takafumi;

Kuroda, Hisao;

Kaneda, Hirotaka;

Takoi, Kiyoshi y

Takeda, Kazuyoshi

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Elzaburu Marquez, Alberto
01.03.2009

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312984 T3

DESCRIPCION

Gen de la lipoxigenasa-1 de cebada, método de seleccidn de cebada, materiales para bebidas alcohdlicas de malta
y método para la produccién de bebidas alcohdlicas de malta.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un gen de lipoxigenasa-1 de cebada, a un método de seleccién de cebada, a
materiales para bebidas alcohélicas de malta y a un método para la produccion de bebidas alcohdlicas de malta.

Técnica anterior

La lipoxigenasa-1 de cebada (en lo sucesivo, abreviadamente “LOX-1") en una enzima presente en la malta,
que oxida el 4cido linoleico derivado de la malta a dcido 9-hidroperoxioctadecadienoico durante el braceado para
la produccion de bebidas alcohdlicas de malta (Kobayashi, N. et al., J. Ferment. Bioeng., 76, 371-375, 1993). El
acido 9-hidroperoxioctadecadienoico se convierte posteriormente en 4cido trihidroxioctadecenoico (THOD) por una
actividad similar a peroxigenasa (Kuroda, H., et al., J. Biosci. Bioeng., 93, 73-77, 2002). Se sabe que el THOD re-
duce la estabilidad de la espuma de cerveza, imparte un sabor astringente y deteriora la suavidad del sabor de la
cerveza (Kobayashi, N., J. Am. Soc. Brew. Chem. 60: 37-41. 2002; y Kaneda, et al., J. Biosci. Bioeng., 92: 221-
226. 2001), dando como resultado una menor calidad de las bebidas alcohdlicas de malta. Ademas, el acido 9-hi-
droperoxioctadecadienoico se convierte en trans-2-nonenal que es la sustancia responsable de un sabor desagradable
a cartulina en bebidas alcohdlicas de malta envejecidas (Yasui, Journal of the Brewing Society of Japan, 96:94-99
(2001)).

Como estrategia para inhibir la produccién de trans-2-nonenal con el fin de mejorar la estabilidad del sabor de las
bebidas alcohdlicas de malta, se ha propuesto un método para producir bebidas alcohdlicas de malta utilizando una
malta con baja actividad de LOX-1 (Drost, J. Am. Soc. Brew. Chem. 48: 124-131 (1990)).

Douma et al., han inducido una mutacién en la cebada por tratamiento mutdgeno (quimico) para generar una linea
mutada inducida que exhibe 9% menos de actividad de LOX-1 en comparacién con los controles y han intentado
producir bebidas alcohdlicas de malta empleando dicha cebada (W0O02/053721).

Sin embargo, atin cuando se utilice esa cebada la concentracién reducida de trans-2-nonenal de las bebidas alcoh6-
licas de malta obtenidas es insuficiente y la estabilidad del sabor no mejora lo suficiente. Mds aun, no se han obtenido
resultados absolutamente definitivos en términos de reducir el THOD o mejorar la estabilidad de la espuma.

Descripcion de la invencion

A la luz de los problemas de la técnica anterior antes citados, se ha logrado la presente invencién, cuyo objeto es
proporcionar un gen de LOX-1 de cebada que es util para la produccién de bebidas alcohélicas de malta que exhiben
estabilidad del sabor y estabilidad de la espuma mejoradas sin manipulaciéon de genes, un método de seleccion de
cebada deficiente en LOX-1, materiales para bebidas alcohélicas de malta derivados de cebada obtenidos por el método
de seleccidn, y un método para la produccién de bebidas alcohdlicas de malta usando los materiales para bebidas
alcohdlicas de malta.

Como resultado de una intensa y diligente investigacidn llevada a cabo con el propésito de alcanzar el objeto antes
seflalado, los inventores de la presente solicitud han completado esta invencion al descubrir una variedad de cebada
natural que es completamente deficiente en actividad de LOX-1 e identificar un nuevo gen LOX-1 mutante de la
variedad de cebada.

Especificamente, el gen LOX-1 mutante de la presente invencién se caracteriza porque la guanina presente en
el sitio donador de empalme (5°-GT-3) del 5° intrén del gen LOX-1 conocido de cebada estd mutado a una base
diferente. La base diferente es preferiblemente adenina.

El método de seleccion para cebada deficiente en LOX-1 de cebada de acuerdo con la presente invencion se
caracteriza por distinguir cebada deficiente en LOX-1 de cebada comprobando si o no la guanina presente en el sitio
donador de empalme del quinto intrén del gen de LOX-1 estd mutada a una base diferente. La base diferente es
preferiblemente adenina.

Asimismo, el método de seleccion de cebada deficiente en LOX-1 se caracteriza por comprender una etapa de
extracciéon de DNA gendmico en donde se extrae DNA gendmico de una muestra de cebada; una etapa de amplificacién
de un fragmento de DNA en donde se amplifica un fragmento de DNA que contiene el sitio donador de empalme del
5° intrén del gen LOX-1 a partir del DNA gendémico extraido; y una etapa de deteccién del fragmento de DNA en
donde se escinde, con una enzima de restriccion, el fragmento de DNA que contiene el sitio donador de empalme del
5% intrén del gen LOX-1 amplificado en la etapa de amplificacion del fragmento de DNA, se detecta un fragmento de
DNA que tiene el nimero de bases prescrito y se distingue cebada deficiente en LOX-1 de cebada comprobando si o
no la guanina situada en el sitio donador de empalme estd mutada a una base diferente.
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La enzima de restricciéon empleada en la etapa de deteccion del fragmento de DNA es preferiblemente Afal y/o
Rsal, que reconocen la secuencia de nucleétidos 5°-GTAC-3.

De acuerdo con la presente invencidn, la variedad de cebada que tiene el rasgo de deficiente actividad de LOX-1
se distingue sobre la base de la presencia o ausencia de una mutacién de la guanina en el sitio donador de empalme
del 5° intrén del gen LOX-1.

Como resultado, es posible distinguir facilmente la variedad de cebada deficiente en actividad de LOX-1 por
andlisis a nivel genético, sin medir directamente la actividad de LOX-1. La actividad de la enzima estd influencia-
da por las etapas de desarrollo individuales, el medio ambiente y otros factores y, por lo tanto, es dificil medir-
la con precision, pero este método permite distinguir la variedad de cebada deficiente en actividad de LOX-1 de
manera diferente de la medicién enzimatica y, por tanto, independientemente del medio ambiente y otros factores.
Mis aun, aunque no se puede medir la actividad enzimética hasta que las semillas hayan madurado, el escrutinio
de DNA puede identificar la presencia o ausencia del rasgo de deficiencia de actividad en una etapa temprana del
desarrollo, puesto que se lleva a cabo antes de la floracién y, por consiguiente, es eficaz para el retrocruzamiento
continuo.

El material para las bebidas alcohélicas de malta de la presente invencidn se caracteriza por consistir en una semilla,
una malta, un extracto de malta, un producto de la descomposicién de cebada o un derivado de cebada procesada
procedente de cebada que tiene un gen LOX-1 mutante de acuerdo con la presente invencion.

El material para bebidas alcohdlicas de malta de la presente invencion se caracteriza asimismo por consistir en
una semilla, una malta, un extracto de malta, un producto de la descomposicién de cebada o un derivado de cebada
procesada procedente de cebada seleccionado por un método de seleccion de cebada deficiente en LOX-1 de acuerdo
con la presente invencion.

El método para la produccién de bebidas alcohdlicas de malta de acuerdo con la presente invencion se caracteriza
por utilizar el material para bebidas alcohdlicas de malta de acuerdo con la presente invencion.

De acuerdo con la presente invencidn, es posible obtener bebidas alcohdlicas de malta con estabilidad de sabor y
estabilidad de espuma mejoradas porque no esta presente LOX-1 en el material y, por lo tanto, no se produce facilmente
el dcido 9-hidroperoxioctadecadienoico a partir del 4cido linoleico y, en consecuencia, tampoco se producen ficilmente
THOD y trans-2-nonenal en el método de produccién de bebidas alcohélicas de malta.

La invencién proporciona ademds un acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos desde la posicion
1 a 1554 que se exponen la SEQ ID NO: 10. Esta secuencia de nucleétidos representa la region codificadora del gen
que codifica una proteina LOX-1 mutante que carece de actividad de lipoxigenasa de la proteina LOX-1. Detectando
la presencia o ausencia de este dcido nucleico es posible distinguir si o no la cebada tiene el rasgo de deficiencia en
actividad de LOX-1.

La invencién proporciona ademds incluso un dcido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos que se
expone en SEQ ID NO: 11. Esta secuencia de nucledtidos representa la secuencia gendémica del gen que codifica una
proteina LOX-1 mutante que carece de actividad de lipoxigenasa de la proteina LOX-1. Detectando la presencia o
ausencia de este dcido nucleico en una muestra de cebada, es posible distinguir si o no la cebada tiene el rasgo de
deficiencia en actividad de LOX-1.

La invencién proporciona ademads incluso un 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos de 10 a 60
bases continuas, incluyendo la base 3178% en la secuencia de nucle6tidos como se expone en la SEQ ID NO: 11. La
base 3178" es un polimorfismo de un solo nucleétido, que es G en LOX-1 auténtico y A en LOX-1 mutante. Detectando
la presencia o ausencia del dcido nucleico que incluye el sitio polimorfo en una muestra de cebada es posible distinguir
si 0 no la cebada tiene el rasgo de deficiencia en actividad de LOX-1.

La invencién proporciona ademds un método para detectar la presencia de actividad de LOX-1 en cebada, que
comprende una etapa de aislar un DNA gendmico a partir de una muestra de cebada, y una etapa de detectar la base
3178 de la secuencia de nucledtidos que se expone en la SEQ ID NO: 11, en donde la presencia de la base es un
indicador de la presencia del actividad de LOX-1 en cebada. De acuerdo con este método es posible distinguir si 0 no
la cebada analizada tiene el rasgo de deficiencia en actividad de LOX-1.

Una semilla, malta, extracto de malta, producto de descomposicién de cebada o cebada procesada derivada de
cebada deficiente en actividad de LOX-1 descubierta por este método puede ser usado como materia prima para
bebidas alcohdlicas de malta con estabilidad de sabor y estabilidad de espumas mejoradas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una grafica que muestra los resultados de actividad de LOX-1 en el Ensayo de busqueda 1.

La Figura 2 es una grafica que muestra los resultados de la inhibicién de actividad en el Ensayo de verificacién 1.
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La Figura 3 es un par de imdgenes de electroforesis que muestran los resultados del andlisis de Western de la
proteina LOX de la semilla de cebada en el Ensayo de verificacién 2. La imagen A muestra los resultados de anélisis
Western después de la SDS-PAGE, y B muestra los resultados del andlisis de Western después de la IEF.

La Figura 4 es una imagen de electroforesis que muestra los resultados de los andlisis de RT-PCR del RNA de
semillas de cebada en el Ensayo de verificacién 3.

La Figura 5 es un diagrama que muestra la estructura del sitio donador de empalme del 5° intrén del gen LOX-1
en el Ensayo de verificacion 4.

La Figura 6 es un par de imdgenes de electroforesis que muestran los resultados de los andlisis de empalme del
gen LOX-1 mutante en el Ensayo de verificaciéon 5. La imagen A es una imagen de electroforesis de fragmentos
amplificados que contienen del 3° al 5° intrones y B es una imagen de electroforesis de los mismos fragmentos que A
tras la digestién con Stul.

La Figura 7 es una imagen de electroforesis que muestra las proteinas inducidas por expresién en E. coli en los
Ensayos de verificacién 7 y 8.

La Figura 8 es una gréfica que muestra la actividad de la expresion inducida en E. coli en el Ensayo de verificacion
L.

La Figura 9 es una imagen de electroforesis que muestra el polimorfismo de DNA en la 2* generacién filial hibrida
para Kendall x SBOU?2 en el Ensayo de verificacion 2.

La Figura 10 es una tabla que resume el polimorfismo de DNA en la segunda generacion filial del hibrido y la
actividad de LOX en la tercera generacion filial del hibrido para Kendall x SBOU2 en el Ensayo de Verificacion 9.

La Figura 11 es una imagen de electroforesis que muestra los resultados del andlisis de una variedad/linea de
cebada general por el método que emplea Afal segin el Ejemplo 1.

La Figura 12 es una imagen de electroforesis que muestra los resultados del andlisis de una cebada deficiente en
LOX-1 por el método que emplea Afal segtin el Ejemplo 2.

La Figura 13 es un par de gréficas que ilustran los resultados de actividad de LOX en semillas de cebada deficiente
en LOX-1 de acuerdo con el Ejemplo 2. La grafica A muestra los resultados para un tiempo de reaccion enzimadtica de
5 minutos y la grafica B muestra los resultados para un tiempo de reaccién enzimatica de 90 minutos.

La Figura 14 es una tabla que muestra los resultados del anélisis de malta de las semillas de la poblacién LOX+F4
y la poblacién LOX-F4 segtn el Ejemplo 5.

La Figura 15 es una gréfica de puntos que ilustra las concentraciones de trans-2-nonenal y los potenciales de
nonenal para el mosto en el Ejemplo 5.

Mejor modo de llevar a cabo la invencion
La presente invencidn se explicard ahora con mayor detalle.
Para empezar, se explicard el gen LOX-1 mutante de la invencion.

El gen LOX-1 mutante de la presente invencion es un nuevo gen descubierto por los inventores de la presente y se
caracteriza porque la 60° base G del gen LOX-1 de cebada conocido (SEQ ID NO: 1) estd reemplazada por A (SEQ
ID NO: 2). Puesto que las bases 60-61 de la SEQ ID NO:1 constituyen el sitio donador de empalme (5°-GT-3"), esta
sustitucion de bases produce una aberracién en el empalme de LOX-1, de modo que no se puede expresar la LOX-1
activa.

La secuencia de nucleétidos de la region del 5° intrén del gen LOX-1 conocido de cebada se lista como SEQ ID
NO: 1 en el Listado de Secuencias y la secuencia de nucleétidos de la porcién del gen LOX-1 mutante de la presente
invencion correspondiente a la region del 5° intrén del gen LOX-1 se lista como SEQ ID NO: 2.

Se explicard ahora el método de seleccion de cebada deficiente en LOX-1 de acuerdo con la presente invencion.

El método de seleccion de cebada deficiente en LOX-1 de acuerdo con la presente invencidn se caracteriza por
distinguir cebada deficiente en LOX-1 basdndose en si o no la guanina situada en el sitio donador de empalme del 5°
intrén del gen LOX-1 estd mutada a una base diferente.

El método para seleccionar cebada deficiente en LOX-1 utilizando la mutacién de bases antes mencionada puede
ser, por ejemplo, un método que consiste en usar un cebador que contiene el sitio de mutacién antes mencionado ya sea
en el extremo 3’ de la secuencia del cebador o dentro de la secuencia de cebador para amplificacién de DNA, detectar
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la mutacién de bases basdndose en la presencia de amplificacién o en la eficiencia de amplificacién y seleccionar la
cebada deficiente en LOX-1, o bien un método de amplificar un fragmento de DNA que contiene el sitio de la mutacién
antes mencionado, determinar la secuencia de nucleétidos para detectar la mutacién de bases y seleccionar la cebada
deficiente en LOX-1.

No hay restricciones particulares en cuanto al método de detectar la mutacion de la secuencia de nucleétidos,
siempre que el método permita la deteccion de fragmentos de DNA, aunque los métodos adecuados para emplear
incluyen la electroforesis en gel de agarosa y la electroforesis en gel de poliacrilamida. Cuando se ha detectar la
mutacién de DNA basdndose en la presencia de amplificacién o la eficiencia de la amplificacién, se puede utilizar
PCR cuantitativa como el método TAQMAN en lugar de electroforesis.

El método de seleccidn de la cebada deficiente en LOX-1 de la presente invencién se caracteriza porque comprende:
preferiblemente, una etapa de extracciéon de DNA gendémico en donde se extrae el DNA gendémico de una muestra de
cebada; una etapa de amplificaciéon de un fragmento de DNA en donde se amplifica, a partir del DNA gendémico
extraido, un fragmento de DNA que contiene el sitio donador de empalme del 5° intrén del gen LOX-1; y una etapa
de deteccién de un fragmento de DNA en donde se escinde, con una enzima de restriccion, el fragmento de DNA
que contiene el sitio donador de empalme del 5° intrén del gen LOX-1 amplificado en la etapa de amplificacién de
fragmentos de DNA; se detecta un fragmento de DNA con el ntimero de bases prescrito y se distingue cebada deficiente
en LOX-1 de cebada basdndose en si estd mutada o no, a una base diferente, la guanina situada en el sitio donador de
empalme.

Se pasa a explicar primeramente la etapa de extraccién de DNA genémico de la presente invencion.

No hay restricciones particulares con respecto al método de extraccion del DNA gendémico de la muestra para el
ensayo de cebada y se puede emplear cualquier método conocido publicamente. Especificamente, la extraccién se
puede llevar a cabo, por ejemplo por el método CTAB (Murria et al., 1980, Nucleic Acids Res. 8: 4321-4325) o por
el método del bromuro de etidio (Varadarajan y Prakash 1991, Plant Mol. Biol. Rep. 9: 6-12). El tejido empleado
para la extraccién del DNA gendémico no estd limitado a las semillas de cebada, sino que también puede consistir en
hojas, tallos, raices o similares. Por ejemplo, se pueden utilizar para la seleccidn las hojas de un lote de individuos en
generaciones de retrocruzamiento.

A continuacién se explica la etapa de amplificacién de fragmentos de DNA.

No hay restricciones particulares con respecto al método de amplificar fragmentos de DNA y se puede emplear,
por ejemplo, la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). Los cebadores empleados para el método de PCR no
estan limitados especificamente en cuanto a sus secuencias de nucleétidos, siempre que sea una regiéon que per-
mita la amplificaciéon de un fragmento de DNA que contiene el sitio donador de empalme del 5° intrén del gen
LOX-1 vy, especificamente, tienen preferiblemente 10-60 bases continuas y mas preferiblemente 15-30 bases con-
tinuas del gen LOX-1. En general, la secuencia de nucleétidos del cebador tiene preferiblemente un contenido de
GC de 40-60%. Ademas, la diferencia de los valores de Tm de los dos cebadores empleados para el método de
PCR es preferiblemente cero o muy pequefia. Los cebadores preferiblemente no forman entre si una estructura
secundaria.

Se pasa a explicar ahora la etapa de deteccién de fragmentos de DNA.

El gen LOX-1 mutante de acuerdo con la presente invencién tiene una secuencia de nucledtidos diferente de la
del LOX-1 conocido como se ha explicado anteriormente y, por lo tanto, si se utiliza una enzima de restriccién que
reconoce o escinde la porcion diferente para escindir el producto de la amplificacién, se advertird evidentemente una
diferencia en los tamafos de los fragmentos de DNA obtenidos. No hay limitaciones particulares con respecto a la
enzima de restriccion empleada para la presente invencién, siempre que reconozca o escinda la porcién diferente,
aunque son preferibles las enzimas Afal y/o Rsal, que ya han demostrado exhibir dicha actividad.

En otras palabras, puesto que el gen LOX-1 mutante de la presente invencion tiene mutada la guanina, situada en el
sitio del donador de empalme, a una base diferente, carece del sitio de escision para las enzimas de restriccion Afal y/o
Rsal (5°’-GTAC-3’: nucleétidos 60-63 del 5° intrén) que estan presentes en el gen LOX-1 conocido. Como resultado
de ello, su patrén de escision cuando se escinde el producto de la amplificacién génica que contiene el sitio de escisién
con Afal y/o Rsal diferird del gen LOX-1 conocido, permitiendo asi la identificacién del gen LOX-1 mutante.

El fragmento de DNA que contiene el niimero prescrito de bases no estd limitado su nimero de bases, siempre que
sea un fragmento de DNA en donde la presencia de la porcidn diferente de como resultado una diferencia del tamafio
del fragmento de DNA obtenido mediante la escisioén del producto de la amplificacién con la enzima de restriccion.

La deteccién en esta etapa no estd particularmente restringida, siempre que sea un método que permita la deteccién
del fragmento de DNA escindido por la enzima de restriccion y, especificamente, se puede lograr la deteccidn, por
ejemplo, por electroforesis en gel de agarosa o electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se procede a explicar ahora el material para bebidas alcohdlicas de malta de la presente invencion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312984 T3

El material para bebidas alcohdlicas de malta de la presente invencién se caracteriza por consistir en una semilla,
una malta, extracto de malta, producto de descomposicion de cebada o cebada procesada derivado de cebada que tiene
el gen LOX-1 mutante de acuerdo con la presente invencion y, al ser una semilla, una malta, extracto de malta, producto
de descomposicion de cebada o cebada procesada derivado de cebada seleccionado por un método de seleccion de
cebada deficiente en LOX-1 de acuerdo con la presente invencion.

El extracto de malta es el extracto de la malta y se pueden mencionar, como ejemplos, el extracto de los compo-
nentes de aziicar o los componentes proteicos de la malta. El producto de la descomposicién de cebada es el producto
de la descomposicion de cebada con enzimas o similares, e incluye cebada braceada y similares. Cebada procesada se
refiere a cebada molida empleada como material aditivo para bebidas alcohdlicas de malta.

Puesto que el material para las bebidas alcohdlicas de malta de acuerdo con la presente invencién no contiene
LOX-1, no tiene lugar facilmente la produccién de 4cido 9-hidroperoxioctadecadienoico a partir del dcido linoleico
y, en consecuencia, tampoco tiene lugar facilmente la produccién de THOD vy trans-2-nonenal durante el método de
produccién de bebidas alcohdlicas de malta; por lo tanto es posible obtener bebidas alcohdlicas de malta con sabor y
estabilidad de espuma mejorados.

A continuacién, se pasa a explicar el método de produccién de bebidas alcohdlicas de malta.

El método de produccién de bebidas alcohdlicas de malta de acuerdo con la presente invencién se caracteriza por
usar un material para bebidas alcohdlicas de malta de acuerdo con la presente invencion.

Se explica, en primer lugar, la etapa de malteado de acuerdo con la presente invencién.

La etapa de malteado de acuerdo con la presente invencion es una etapa de obtencion de la malta, caracterizada
por usar cebada deficiente en LOX-1 y el método no se limita particularmente y puede ser un método publicamente
conocido. Mds especificamente, por ejemplo, la maceracién hasta un grado de maceracién de 40-45% va seguida por
la germinacién a 10-20°C durante 3-6 dias y el secado en horno para obtener la malta.

Se explica ahora la etapa de braceado de acuerdo con la presente invencion.

La etapa de braceado de acuerdo con la presente invencidn es una etapa para obtener el mosto braceando la malta
antes mencionada. Mdas especificamente, consiste en las siguientes cuatro etapas.

La primera etapa es una etapa de braceado en la cual el material que contiene malta se mezcla con agua, la mezcla
obtenida se calienta para bracear la malta y se obtiene el mosto de la malta sacarificada.

La malta empleada para esta etapa se obtiene preferiblemente por adicién de agua y aire a la cebada para la
germinacion, seguido por el secado para eliminar las radiculas. La malta es la fuente de las enzimas necesarias para
la produccién del mosto, asi como la principal fuente de almidén como material para el braceado. Ademas, la malta
germinada secada en horno se utiliza para la produccién del mosto a fin de impartir el sabor y color caracteristicos
de una bebida alcohdlica de malta. Ademds a dicha malta, se pueden afiadir materiales aditivos, tales como cebada
deficiente en LOX-1 de acuerdo con la presente invencion y/o cebada ordinaria, almidén de maiz, sémola de maiz,
arroz, sacaridos o similares.

En la etapa de produccién del mosto antes descrita, el extracto de malta, el producto de la descomposicién de ceba-
da o cebada procesada preparada a partir de cebada deficiente en LOX-1 de la presente invencién y/o cebada corriente
se mezclan con el agua de braceado y se afiaden los materiales aditivos antes mencionados seglin sea necesario para
obtener el mosto.

La malta se mezcla después de la adicion al agua de braceado. También se afiaden los materiales aditivos y también
se pueden mezclar en este momento. Los sacdridos se pueden afiadir antes de la ebullicion descrita mas adelante. No
hay ninguna restriccién particular respecto al agua de braceado y se puede afiadir el agua necesaria para la produccién
de la bebida alcohdlica de malta. El braceado se puede llevar a cabo basicamente en las condiciones convencionales.
Después de la clarificacién de la malta braceada obtenida de esta manera, se afladen los materiales que imparten sabor
0 amargor, tales como lipulos o hierbas y se hierve la mezcla y luego se la enfria para obtener un mosto refrigerado.

La segunda etapa es una etapa de adicidn de levadura al mosto refrigerado para la fermentacién, a fin de obtener
los productos intermedios de una bebida alcohdlica de malta.

La levadura empleada en esta etapa puede ser cualquier levadura de cerveza para la fermentacién alcohdlica, que
metabolice los azicares del mosto obtenido por el braceado de la malta para producir alcohol y diéxido de carbono
gaseoso y, especificamente se puede mencionar, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces uvarum.

La fermentacion se realiza enfriando el mosto obtenido en la etapa de braceado y afiadiendo al mismo la levadura.
Las condiciones de fermentacién pueden ser basicamente las mismas que para la fermentaciéon convencional y, por
ejemplo, la temperatura de fermentacion habitualmente no es superior a 15°C y preferiblemente de 8-10°C, mientras
que el periodo de fermentacion es preferiblemente 8-10 dias.
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La tercera etapa es una etapa de conservacioén (almacenamiento) en la cual se conservan los productos intermedios
de la bebida alcohdlica de malta obtenida en la etapa de fermentacion.

En esta etapa la solucion de fermentacion que ha completado la fermentacion alcohdlica se transfiere a un depdsito
hermético y se conserva. La fermentacién secundaria es basicamente igual a las condiciones convencionales, por
ejemplo, la temperatura de conservacion es preferiblemente 0-2°C y el tiempo de conservacion es preferiblemente
20-90 dias. La conservacion de la solucion fermentada permite que se produzca la re-fermentacion y maduracion del
extracto residual.

La cuarta etapa consiste en una etapa de filtracion en la cual los productos intermedios de la bebida alcohdlica de
malta obtenida en la etapa de conservacion se filtran para obtener una bebida alcohdlica de malta.

Las condiciones de filtracién son basicamente las mismas que las condiciones convencionales y el material de
filtracién puede ser, por ejemplo, tierra de diatomeas, PVPP (polivinilpirrolidona), gel de silice, polvo de celulosa o
similar y la temperatura puede ser 0 + 1°C.

Este procedimiento produce una bebida alcohdlica de malta. Luego la bebida alcohdlica de malta filtrada se intro-
duce en un depdsito, barril, botella o lata para su envio al mercado, ya sea directamente o después de filtracion estéril
o tratamiento térmico.

La proporcion de malta empleada para la produccién de la bebida alcohdlica de cebada no estd restringida parti-
cularmente, y la bebida alcohélica puede ser cualquiera de las producidas utilizando malta como material. Se pueden
mencionar especificamente, por ejemplo, la bebida y el licor de malta espumoso. También se consideran bebidas alco-
hoélicas de malta la cerveza sin alcohol y el licor de malta espumoso no alcohélico, puesto que el método de produccién
empleado es similar al de las bebidas alcohélicas de malta como la cerveza.

Puesto que el material de acuerdo con la presente invencién no contiene LOX-1, no tiene lugar facilmente la pro-
duccidn de dcido 9-hidroperoxioctadecadienoico a partir del 4cido linoleico y, en consecuencia se inhibe la produccién
de THOD y trans-2-nonenal durante el transcurso del método de produccion de bebidas alcohdlicas de malta, y por lo
tanto es posible obtener bebidas alcohdlicas de malta con sabor y estabilidad de espuma mejorados.

A continuacion se explica el dcido nucleico y el método para detectar la presencia de actividad de LOX-1 en cebada
de acuerdo con la invencién.

El 4cido nucleico de la invencién se caracteriza por comprender la secuencia de nucleétidos que se expone en
la SEQ ID NO: 11. La SEQ ID NO: 11 representa la secuencia genémica para el LOX-1 mutante en la variedad de
cebada SBOU?2 deficiente en actividad de LOX-1. Es decir, el gen LOX-1 mutante de la invencién se caracteriza por
estar representado por la SEQ ID NO: 11. La base correspondiente a la posicién 3178 es G en el gen LOX-1 auténtico,
mientras que la base 3178 estd mutada a A en el gen LOX-1 mutante. Esta base también es la primera base del 5°
intrén del gen LOX-1 auténtico, y la secuencia GT como la secuencia de bases 3178-3179 corresponde al sitio donador
de empalme (Fig. 5). En el gen LOX-1mutante, sin embargo, la secuencia de bases 3178-3179 correspondiente al sitio
donador de empalme es AT, y por tanto ocurre una aberracién de empalme que impide el empalme. Ademds, la
secuencia de bases 3176-3178 es TGA que es un codén de parada, y por tanto la traduccidn termina en este punto.

Puesto que la proteina LOX-1 mutante expresada del gen LOX-1 mutante solo posee la porcién correspondiente
al 5° exdn, carece de los residuos de aminodcidos en el extremo C-terminal desde el 5° ex6n de la proteina LOX-1
auténtica. El peso molecular de la proteina LOX-1 auténtica es 95 kD, mientras que el de la proteina LOX-1 mutante es
57 kD. La proteina LOX-1 mutante es deficiente en actividad de lipoxigenasa, y esto estd correlacionado con el hecho
conocido de que el dominio correspondiente a la regién del exén cerca del 5° intrén en la proteina LOX-1 auténtica es
el centro activo de LOX de la planta (Shibata y Axelrod (1995) J. Lipid Mediators and Cell Signaling 12:213-218).

Consecuentemente, si la cebada que posee el gen LOX-1 mutante se usa como materia prima para la produccién
de bebidas alcohdlicas de malta, no estard presente proteina LOX-1 en la materia prima, y por tanto serd reducida
la produccién de dcido 9-hidroperoxioctadecadienoico a partir de dcido linoleico durante el método de produccién
para las bebidas alcohélicas de malta, de modo que como resultado puede conseguirse la inhibicién de THOD y la
produccién de trans-2-nonenal para obtener bebidas alcohdlicas de malta con estabilidad de sabor y estabilidad de
espumas mejoradas. Por tanto, el 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos que se expone en la SEQ
ID NO: 11 de acuerdo con la invencién es altamente til para obtener bebidas alcohdlicas de malta con estabilidad de
sabor y estabilidad de espumas mejoradas.

El 4cido nucleico de la invencién proporciona una secuencia de dcido nucleico que comprende la secuencia de
nucledétidos de 10 a 60 bases continuas incluyendo la base 3178 en la secuencia de nucleétidos como se expone en la
SEQ ID NO: 11. El 4cido nucleico puede ser usado como sonda para distinguir entre las formas auténticas y mutantes
del gen LOX-1 de cebada. Es decir, puesto que la base 3178* del gen LOX-1 auténtico es G, el desapareamiento resul-
tante puede ser utilizado para distinguir entre las formas auténtica y mutante basdndose en la diferencia en hibridacion.
Por ejemplo, formando hibridos entre estos dcidos nucleicos y el dcido nucleico del gen LOX-1, aumentando gradual-
mente la temperatura y midiendo la temperatura de fusioén de los hibridos, es posible distinguir ficilmente entre el gen
LOX-1 auténtico y el gen LOX-1 mutante, puesto que diferirdn sus temperaturas de fusién. El 4cido nucleico también
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puede utilizarse para distinguir entre las formas del gen LOX-1 (formas auténticas/mutantes) por métodos conocidos
por los expertos en la técnica. Desde el punto de vista de la especificidad, el dcido nucleico comprende preferiblemente
una secuencia de nucleétidos de 20-50 bases continuas incluyendo la base 3178? y preferiblemente incluye las bases
3178-3181. El 4cido nucleico también puede estar marcado con una sustancia fluorescente, radioisétopo o similar.

El método para detector la presencia de actividad de LOX-1 en cebada de acuerdo con la invencién comprende una
etapa de aislar un DNA genémico de una muestra de cebada, y una etapa de detectar la base 3178 de la secuencia de
nucledtidos que se expone en la SEQ ID NO: 11, en donde la presencia de la base es un indicador de la presencia de
actividad de LOX-1 en la cebada. De acuerdo con este método, es posible distinguir sin o no la cebada analizada tiene
el rasgo de actividad deficiente en LOX-1.

La muestra de cebada no esté restringida a semillas de cebada, y puede ser hojas, tallos, raices o similares de cebada.
El 4cido nucleico puede aislarse por un método piblicamente conocido, y por ejemplo, puede usarse el método CTAB
o el método del bromuro de etidio.

La deteccién de la base 3178 de la secuencia de nucledtidos que se expone en la SEQ ID NO: 11 puede conseguirse
por un método conocido por los expertos en la técnica. Si es necesario, por ejemplo, un dcido nucleico que contiene la
base 3178 de la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 11 puede ser amplificado por un método
de amplificacion de 4cidos nucleicos, tal como PCR. La identidad de la base en la posicién 3178 del 4cido nucleico
aislado o un fragmento del 4cido nucleico amplificado puede ser discriminada, por ejemplo, usando un 4cido nucleico
que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO: 11 en donde el 4cido nucleico comprende
una secuencia de 10-60 bases continuas que incluye la base 3178%, como se ha descrito antes.

Sin embargo, es mds conveniente y eficaz un método para detectar la base 3178 utilizando la diferencia en las
bases 3178-3181 del gen LOX-1. El sitio de las bases 3178-3181 es el sitio de escision para las enzimas de restriccion
Afal/Rsal en el gen LOX-1 auténtico, pero debido a que la base 3178 es A en el gen LOX-1 mutante, no forma un sitio
de escision para las enzimas de restriccién Afal/Rsal (Fig. 5). En otras palabras, si un fragmento de acido nucleico
aislado o amplificado se trata con las enzimas de restriccion Afal/Rsal, se escindird el 4cido nucleico auténtico LOX-
1, mientras que no se escindird el dcido nucleico de LOX-1 mutante. El andlisis electroforético de la muestra de 4cido
nucleico tratada con las enzimas de restriccion dejard que la forma del gen LOX-1 (auténtico o mutante) sea distinguida
basandose en la diferencia en los patrones de electroforesis, de modo que puede ser discriminada la identidad de la
base en la posicién 3178. Ademads, usando un 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos de 10-
60 bases continuas incluyendo las bases 3178-3181 como una sonda para la hibridacién con el 4cido nucleico tratado
con las enzimas de restriccion, es posible distinguir la forma del gen LOX-1 y por tanto permitir que se discrimine la
identidad de la base 3178 base.

Si, como resultado de discriminar la base 3178* de esta manera, se encuentra que la base es G, entonces puede
llegarse a la conclusién que la cebada analizada tiene actividad de LOX-1 y no es adecuada como materia prima para
bebidas alcohdlicas de malta con estabilidad de sabor y estabilidad de espuma mejoradas. Por otro lado, si la base es
A, entonces se puede llegar a la conclusién que la cebada analizada no tiene la actividad de LOX-1 y, por lo tanto,
es adecuada como materia prima para bebidas alcohdlicas de malta con estabilidad de sabor y estabilidad de espuma
mejoradas.

El 4cido nucleico de la invencién también se caracteriza por comprender la secuencia de nucledtidos desde la
posicién 1 a 1554 que se expone en la SEQ ID NO: 10. La SEQ ID NO: 10 representa la secuencia de cDNA para
la LOX-1 mutante expresada por la variedad de cebada SBOU2 deficiente en actividad de LOX-1. La secuencia de
nucledétidos desde la posicién 1 a 1554 representa la region codificadora. Como se ha explicado antes, la proteina
LOX-1 mutante codificada por este cDNA carece de los residuos de aminodcidos en el extremo C-terminal del 5° exén
de la proteina LOX-1 auténtica, su peso molecular es 57 kD, y carece de actividad de lipoxigenasa.

Consecuentemente, la cebada que expresa este dcido nucleico puede usarse como materia prima para la produccién
de bebidas alcohoélicas de malta, para obtener bebidas alcohdlicas de malta con estabilidad de sabor y estabilidad de
espuma mejoradas, como se ha mencionado anteriormente.

Ejemplos

A continuacién se explica la presente invencién con mayor detalle por medio de los siguientes ejemplos, con la

salvedad de que estos ejemplos no son, en modo alguno, limitativos de la invencién.
Ensayo de busqueda 1
Biisqueda de cebada deficiente en LOX-1 por medicion de la actividad enzimdtica de LOX-1

Se midié la actividad enzimatica de LOX-1 por el método descrito a continuacién, y se llevé a cabo una bisqueda
de la cebada deficiente en LOX-1 a partir de recursos o colecciones de genes de cebada.
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En primer lugar, se extrajo una solucién de enzimas en bruto de semillas de cebada por el siguiente método. Se
trituré una semilla de cebada madura con un martillo y se utilizaron 500 ul de tampdén de extraccién (tampdn de acetato
de sodio 0,1 M (pH 5,5)) para la extraccion con agitacién a 4°C durante 30 minutos. El extracto obtenido se centrifugd
durante 10 minutos a 15.000 r.p.m. y luego se recogi6 el liquido sobrenadante como solucién enzimdtica en bruto.

Seguidamente, se afiadieron 5 ul de solucidn sustrato (dcido linoleico 40 mM en solucién acuosa de Tween 20 al
1,0% (p/v)) y 85 ul de tampén de extraccién a 10 ul de la solucién enzimadtica en bruto y se mezcld con la misma, y
a continuacioén se llevé a cabo la reaccidn a 24°C durante 5 minutos. La reaccién se terminé afadiendo y mezclando
100 w1 de solucién de detencion (2,6-di-t-butil-p-cresol 80 mM en solucién en metanol). Después de dejar que la
mezcla de reaccion reposara a -20°C durante 30 minutos, se centrifugé a 3000 r.p.m. durante 20 minutos y se utiliz6 el
liquido sobrenadante en la siguiente reaccion de desarrollo de color. Se afiadié una porcién de 200 ul de una solucién
de desarrollo de color (solucién en metanol acuoso al 90% de 2,6-di-t-butil-p-cresol 4 mM, 4cido sulfirico 25 mM,
sulfato de amonio y hierro (IT) hexahidrato 0,25 mM, naranja de xilenol 100 mM) a 20 ul del liquido sobrenadante
obtenido y después de reposar durante 30 minutos, se midi6 la absorbancia a 550 nm. Como control negativo se llevo a
cabo la reaccién de la misma manera empleando la solucién de enzima en bruto tratada térmicamente a 100°C durante
5 minutos para la inactivacién de la LOX-1, en tanto que, como control positivo, se utilizaron semillas de la variedad
de cebada Kendall.

Como se muestra en la Fig. 1, la busqueda de recursos génicos revel6 que habia actividad significativa de LOX-1
en las semillas de SBOU2. Puesto que SBOU?2 es una variedad del terreno (land race), es una mutante espontdnea en
lugar de una linea mutagenizada artificialmente.

Ensayo de verificacion 1
Confirmacion de la falta de actividad inhibidora de LOX-1 en soluciones en bruto de enzimas de SBOU2

Se examinaron las soluciones en bruto de enzimas de SBOU2 para determinar la presencia o ausencia de actividad
inhibidora de la LOX-1.

Se afadieron soluciones de enzimas de SBOU2 en bruto (10 ul, 20 ul, 50 ul) a una solucién de enzimas en bruto
que exhibia actividad de LOX-1 (control positivo: abreviadamente PC por las iniciales en inglés positive control) y se
examinaron los cambios en la actividad de LOX-1. La actividad de LOX-1 permaneci6 inalterada con la adicién de la
solucién de enzimas de SBOU2 en bruto, y por lo tanto las soluciones de enzimas de SBOU2 en bruto no exhibieron
actividad inhibidora de LOX-1 (Fig. 2). Esto sugiri6é que la causa de la deficiencia de actividad de LOX-1 en SBOU2
no se debia a una sustancia inhibidora de la actividad de LOX.

Ensayo de Verificacion 2
Confirmacion del nivel de expresion de proteina LOX-1 en las semillas de SBOU2

Se utiliz6 un anticuerpo anti-LOX-1 para determinar si se expresa, o no, la proteina LOX-1 en las semillas de
SBOU2.

Se prepard, en primer lugar, un anticuerpo anti-LOX-1. Se obtuvo la proteina LOX-1 utilizada como antigeno
purificando la proteina LOX-1 expresada por E. coli (Kuroda et al., (2002) J. Bioscience and Bioengineering 93: 73-
77). Se utiliz6 la proteina purificada para inmunizar conejos para la produccién del anticuerpo LOX-1. Este anticuerpo
reconoce tanto la LOX-1 como la LOX-2.

Luego se llevé a cabo la transferencia Western de la siguiente manera para examinar la expresion de la proteina
LOX-1 en las semillas de SBOU2. Se fraccion6 una porcién de 3 ug de proteina soluble total extraida de las SBOU2
utilizando tampén de acetato de sodio 0,1M (pH 5,5) mediante electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-
PAGE) y luego se transfirié a una membrana PVDF (Millipore). Se lav6 la membrana con TTBS (Tris-HCI 20 mM (pH
7,5)), cloruro de sodio 0,15M, Tween 20 al 0,05% (p/v), 0,05% (p/v) de azida sédica) y seguidamente se hizo reaccio-
nar con una solucién de anticuerpo de LOX-1 (dilucién 1000 veces/TTBS) durante 30 minutos. Se lavé la membrana
con TTBS tres veces durante 5 minutos cada vez, después de lo cual se llevé a cabo la reacciéon durante 30 minutos con
solucién de anticuerpo IgG anti-conejo de cabra marcado con fosfatasa alcalina (Santa Cruz Biotechnology, solucién
de TTBS en una dilucién de 1000 veces). Después de lavar la membrana con TTBS durante 5 min x 2 y luego con
AP9.5 (Tris-HCI 10 mM (pH 9,5), cloruro de sodio 0,1 M, cloruro de magnesio 5 mM) durante 5 min x 1, se efectud
la reaccién con la solucién sustrato con fosfatasa alcalina (1 mg/ml de nitroazul de tetrazolio, 0,5 mg/ml de BCIP,
solucién de AP9.5) para desarrollo del color. Como resultado, se obtuvo una banda oscura con un peso molecular de
aproximadamente 95 kD con la variedad control (Kendall), mientras que se detectaron dos bandas muy tenues en las
regiones de peso molecular de aproximadamente 95 kD y aproximadamente 57 kD con las semillas de SBOU2 (Fig.
3A).

Luego la muestra de extraccion se sometié a enfoque isoeléctrico (IEF, plI 3-9) utilizando un PhastSystem (Amers-
ham Pharmacia) y se someti6 a andlisis Western de modo similar al descrito anteriormente. Como resultado del anélisis
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con SBOU2, se detect6é una banda en la posicién de pI de LOX-2, pero no habia ninguna banda clara presente en la
posicién de pI de LOX-1 (Fig. 3B). Esto sugiri6 que la banda de aproximadamente 95 kD que aparecia con la proteina
extraida de las semillas de SBOU?2 era la proteina LOX-2.

Estos resultados confirmaron que las semillas de SBOU2 virtualmente no expresan proteina LOX-1 auténtica.

Ensayo de verificacién 3
Andlisis del RNA de LOX-1 de semillas de SBOU2

Se llevo a cabo la RT-PCR utilizando como molde RNA total extraido de semillas de SBOU2 de aproximadamente
4 semanas de maduracion y semillas germinadas de 3 dias. La reaccién se llevo a cabo utilizando kits existentes en
el comercio (Roche Diagnostics, Parking Elmer), de acuerdo con los manuales de los kits. Los cebadores fueron 5°-
GGAGAGGAGGCCAAGAACAAGATG-3’ (SEQ ID NO: 3) y 5’-GGTTGCCGATGGCTTAGAT-3’ (SEQ ID NO:
4), disefiados sobre la base de la secuencia publicada (DNA Databank: N° de acceso L35931). Después de la incubacién
a 94°C durante 2 min, se llevé a cabo la PCR con reaccién a 94°C, 1 min, 60°C, 2 min y 72°C, 4 min, se repiti6 31
veces, seguido por reaccion de extension a 72°C, 7 min.

Tras la electroforesis del DNA amplificado, se detecté la amplificacion de una banda de aproximadamente 2,5
Kb del RNA de las semillas en maduracién y germinacion, si bien en una cantidad ligeramente menor que el control
(variedad Kendall) (Fig. 4). Esto indicaba que el gen LOX-1 se habia transcrito correctamente.

Puesto que los resultados antes mencionados para las semillas de SBOU2 indicaron que no se habia detectado
(1) actividad de LOX-1, (2) s6lo estaba presente una cantidad traza de proteina antigénica que reaccionaba con el
anticuerpo LOX-1, (3) se detecto la presencia de una proteina con un peso molecular de aproximadamente 57 kD y
(4) se detect6 RNA de LOX-1, se concluyé que el mecanismo de la deficiencia de actividad de LOX-1 en SBOU2 era
una aberracién posterior a la transcripcion.

Ensayo de verificacién 4
Andlisis estructural de regiones de intrones del gen LOX-1 de SBOU?2

Para analizar la estructura de las regiones de intrones y exones del gen LOX-1, se aisl6 DNA genémico de
una regién que comprendia todos los exones. Se utiliz6 como molde DNA total de SBOU2. Los cebadores (5’-
CACGTCGCCGTCCGATCCATC-3’ (SEQ ID NO: 5), 5’-GGTTGCCGATGGCTTAGAT-3’ (SEQ ID NO: 4)) se
disefiaron basandose en la secuencia descrita (DNA Databank: N° de acceso U83904, 1.35931). Se llev6 a cabo la PCR
con reaccion a 94°C, 1 min, 65°C, 2 min y 72°C, 3 min; se repiti6é 31 veces, seguidas por la reaccién de extension a
72°C, 7 min. El fragmento de DNA obtenido se cloné en PCR2.1 (pGLXABAL1) para usar como patrén para el ana-
lisis estructural. El andlisis estructural se llevé a cabo utilizando un secuenciador ABI y la reaccién de secuenciacién
se llevé a cabo por el método del terminador con colorante. La estructura completa se muestra en SEQ.ID NO: 1 en el
Listado de secuencias.

La SEQ ID NO: 1 del Listado de Secuencias muestra la estructura de la regién de la secuencia de nucledtidos
publicada del gen LOX-1 (WO 02053721) que contiene el 5° intrén. El sitio donador de empalme es la secuencia de
nucledétidos 5°-GT-3’ en las posiciones 60-61.

La secuencia de nucleétidos de la region correspondiente de SBOU2 determinada por los resultados del analisis
se lista como SEQ ID NO: 2. Claramente en SBOU2, la guanina de la posicion 60 del sitio donador de empalme esta
mutada a adenina.

El reemplazo de la 60° base de la SEQ ID NO: 2 con adenina forma un nuevo codén de parada (la secuencia de
nucledtidos 5°-TGA-3’ en las posiciones 58-60 de la SEQ ID NO: 2) y, por lo tanto, presumiblemente la traduccién
de la proteina LOX-1 termina en ese punto si el sitio de empalme no cambia nunca hacia el extremo 5’ (Fig. 5).

Se sabe que la regién de ex6n cercana al 5° intrén es el centro activo de la LOX vegetal (Shibata y Axelrod (1995),
J. Lipid Mediators and Cell Signaling 12: 213-228) y se cree que la aberraciéon de empalme antes mencionada tiene
un efecto principal sobre la actividad de la enzima LOX-1,

Ensayo de Verificacién 5
Andlisis del empalme en el 5° Intron
Se llevé a cabo el andlisis por RT-PCR para confirmar que realmente se habia producido la aberracién de empalme

en el 5° intrén.
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Se extrajo RNA total de SBOU2 y la variedad Kendall en germinacién y se utilizé un kit existente en el comercio
(Roche Diagnostics) para la sintesis de CDNA para preparar molde de DNA. Se llevé a cabo la PCR utilizando dos
cebadores diferentes (5’CCATCACGCAGGGCATCCTG-3’ (SEQ ID NO: 6), 5’-GCGTTGATGAGCGTCTGCCG-3’
(SEQID NO: 7)) disenados para dar un fragmento amplificado que contenia el 3er intrén (106 pb), el 4° intrén (132 pb)
y el 5°intrén (79 pb) en la secuencia de DNA genémico. La PCR se llevo a cabo con la reaccion a 94°C, 1 min, 65°C, 2
min y 72°C, 3 min, se repitié 31 veces, seguido por la reaccion de extension a 72°C, 7 min. La electroforesis en gel de
agarosa de los fragmentos de DNA amplificados indicé que el fragmento amplificado de SBOU2 era aproximadamente
80 pb mas grande que el fragmento amplificado de la variedad Kendall (Fig. 6A). Se amplificé un fragmento de 1,2 Kb
de DNA genémico de SBOU?2, sugiriendo que los resultados de la RT-PCR eran los resultados del RNA expresado.

A continuacion, para investigar en cudl de los intrones se habia producido la aberracién de empalme (el 3er intrén
(106 pb), el 4° intrén (132 pb) o el 5° intrén (79 pb)), el fragmento amplificado se digiri6 en el sitio de la enzima de
restriccion Stul presente en la region de exén entre el 4° intrén (132 pb) y el 5° intr6n. Como resultado, el fragmento
de DNA que contenia el 5° intron tuvo una movilidad a grandes rasgos equivalente a la de uno de los fragmentos de
amplificaciéon de DNA gendmico y, por lo tanto, se habia producido evidentemente una aberracion en el empalme
del 5° intrén que habia impedido el empalme o habia desplazado el sitio de empalme hacia el extremo 3’ (Fig. 6B).
Es decir, que claramente el codén de terminacion recién formado como se muestra en la Fig. 5 habia detenido la
traduccion de la proteina LOX-1 de SBOU2 en ese coddén, dando lugar a la pérdida de actividad de LOX-1.

Ensayo de verificacién 6
Andlisis estructural de cDNA de LOX-1 de SBOU?2

Para establecer la estructura de LOX-1 derivada de SBOU2, se aislé el cDNA por el mismo método descrito
anteriormente. La amplificacion se llevo a cabo usando un cebador que comprende el sitio BamHI y el codon de
iniciacion (5’-GGATCCATGCTGCTGGGAGGGCTG-3’ (SEQ ID NO: 8)) y un cebador disefiado para incluir el
sitio HindIII y el codén de parada (5’-AAGCTTTTAGATGGAGATGCTGTTG-3’ (SEQ ID NO: 9). El fragmento
amplificado se cloné en el vector pT7 Blue T (Novagen) (pBDC1) y luego proporciond el andlisis estructural. Los
resultados del andlisis estructural proporcionaron la secuencia de nucleétidos del cDNA mostrada como SEQ ID NO:
10. Este clon de cDNA incluye claramente la regién completa del 5° intrén (bases 1554 a 1632 de la SEQ ID NO: 10).

Ensayo de verificacién 7
Transformacion de E. coli y expresion inducida

Para la expresién de LOX-1 derivada de la variedad Steptoe que retiene el LOX-1 de tipo silvestre, también se aislé
el cDNA derivado de Steproe del mismo modo que antes y se clond en E. coli (pSDC1), separadamente de SBOU2.
El fragmento BamHI-HindIII se cort6 de cada uno de los clones pSDC1 y pBDC1 y cada uno de los fragmentos
obtenidos se insertd en el sitio BamHI-HindIII del vector de expresion en E. coli pQE80L (Qiagen) para obtener
vectores de expresion en E. coli (pSQE1 (cDNA insertado en Steptoe) y pPBQE1 (cDNA insertado en SBOU2)). Estos
vectores se usaron para transformar E. coli IM109, y luego se indujo la expresion por TTG de acuerdo con el manual
de instrucciones de Qiagen. Como resultado se indujo la expresién de una banda de aproximadamente 95 kD con
PSQE1/TM109, mientras que se indujo la expresion de una banda de aproximadamente 57 kD con pBQE1/IM109
(Fig. 7). Las células de E. coli se rompieron por tratamiento con ultrasonidos y se analizaron las actividades de LOX
de los extractos enzimdticos en bruto. Como resultado se encontr6 alta actividad de LOX con pSQE1/JM 109, mientras
que no se encontrd actividad de LOX con pBQE1/IM109 (Fig. 8). Estos resultados igualan perfectamente la actividad
de LOX-1y los resultados de los andlisis de la proteina LOX-1 para plantas de SBOU2, lo que indica que la deficiencia
en LOX-1 de SBOU?2 puede ser reproducida en E. coli.

Ensayo de verificacién 8
Ensayo de insercion con intercambio y expresion

A continuacién, un fragmento Pstl-Stul que contenia una mutacién en sitio donador de empalme del 5° intrén
de pBQEI1 (el sitio Stul estd en las bases 1502-1507 de la SEQ ID NO: 10, y el sitio Pstl estd en las bases 2048-
2053 de la SEQ ID NO: 10) fue mutuamente intercambiado con el fragmento Pstl-Stul de pSQE1 de tipo silvestre
(pPSQE1+BPS, pBQE1+SPS), y se indujo la expresion en E. coli del mismo modo descrito antes. Como resultado,
con pSQEI1+BPS/IM109 que tiene el fragmento Pstl-Stul derivado de pPBQE1 que contenia una mutacién en el sitio
donador de empalme del 5° intr6n insertado en pSQE1, se indujo la expresién de una proteina de aproximadamente 57
kD (Fig. 7) y se perdi6 la actividad de LOX (Fig. 8), similar a pBQE1/JIM109. Inversamente, con pBQE1+SPS/IM109
que tiene el fragmento Pstl-Stul derivado de pSQE! insertado en pBQEI, se restablecié la expresion de una proteina de
aproximadamente 95 kD (Fig. 7) y actividad de LOX (Fig. 8), similar a pSQE1/JIVI109. La secuencia de nucleétidos
del fragmento Pstl-Stul de pBQEI era exactamente idéntica al gen de LOX-1 silvestre excepto el sitio donador de
empalme del 5° intrén (G esté sustituido por A en la base 1554* de la SEQ ID NO: 10). Estos resultados demuestran
claramente que la presencia o ausencia de la mutacién en el sitio donador de empalme del 5° intrén de SBOU2
determina si estd presente actividad de LOX-1.
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Ensayo de verificacién 9
Cartografiado y seleccion de una variedad hibrida de cebada utilizando la mutacion en el 5° intron

En la secuencia de nucleétidos de LOX-1 descrita, una secuencia que contiene el sitio donador de empalme del 5°
intrén (nucledtidos 60-63 de SEQ ID NO: 1: 5°-GTAC-3") puede ser digerida por la enzima de restriccién Afal (o Rsal)
que reconoce la secuencia GTAC. Se cartografié el gen deficiente en LOX-1 utilizando el hecho de que esta presente
una mutacién en la secuencia de esta region en la linea SBOU2 (nucleétidos 60-63 de la SEQ ID NO: 2: 5°-ATAC-3’)
que impide la digestion por Afal y/o Rsal (Fig. 5). Se extrajo DNA de las hojas de 144 individuos de un hibrido de
la segunda generacion filial (F2) de un cruce entre Kendall y la linea SBOU2 y se llevé a cabo la PCR utilizando dos
cebadores diferentes (5’~-CCATCACGCAGGGCATCCTG-3’ (SEQ ID NO: 6), 5’-GCGTTGATGAGCGTCTGCCG-
3’ (SEQ ID NO: 7)) disefiados de manera que el fragmento amplificado pudiera contener el sitio Afal. La PCR se llevo
a cabo con reaccion a 94°C, 1 min, 65°C, 2 min y 72°C, 3 min, repitiendo 31 veces, para luego realizar la reaccién de
extension a 72°C, 7 min. Se escindié cada uno de los fragmentos amplificados con Afal y se analiz6 por electroforesis
en geles de agarosa al 2,5% (en adelante este método se denomina “método Afal”). Como resultado, fue posible
distinguir ficilmente entre los tipos SBOU2, Kendall y heterogéneos (Fig. 9). Ademds del estudio del polimorfismo
por el método Afal, también se examind el polimorfismo de cada variedad utilizando un marcador de DNA (JBC970)
cerca del locus del gen LOXA del gen LOX-1 que lleva el cromosoma 4H de cebada (Fig. 10).

Se utiliz6 una semilla madura de cada uno de los individuos de F2 para examinar la actividad de LOX de las
semillas. En el caso de las lineas que no exhibian actividad de LOX en absoluto, se midi6 la actividad utilizando varias
semillas (4-7) (Fig. 10).

Como resultado del examen de los polimorfismos por el método Afal de la generacién F2 y la medicién de la
actividad de LOX de las semillas F3, la segregacion del rasgo deficiente en LOX-1 coincidié perfectamente con la se-
gregacion del polimorfismo por el método Afal. Por consiguiente, esta serie de andlisis genéticos demostré claramente
que el gen deficiente en LOX-1 de SBOU?2 esta en el locus del gen LOXA.

Los resultados también demostraron que el uso del método Afal como ejemplo de un método de seleccién de
cebada utilizando la mutacién de DNA permite la seleccion de las lineas de progenie deficientes en LOX-1 en la etapa
temprana de crecimiento de la cebada, eliminando la necesidad de esperar hasta que las semillas hayan madurado.

Ejemplo 1
Examen de los polimorfismos Afal de otras variedades de cebada

Se utilizaron variedades/lineas de cebadas generales para el examen de los polimorfismos Afal. Se utiliz6 un total
de 32 variedades/lineas: Mikamo Golden, Golden Melon, Haruna Nijo, Myogi Nijo, Sakitama Nijo, Wasedori Nijo,
Agurimochi, Harupin Nijo, Ryofu, Hokuiku 33, Hokuiku 35, Prior, Schooner, Sloop, Lofty Nijo, Franklin, Betzes,
Harrington, Manley, B1251, CDC Kendall, CDC Stratus, CDC Copeland, Hanna, Merit, AC Metcalfe, TR145, Chariot,
Stirling, Proctor, Koral y Heartland. Como resultado del examen de polimorfismos por el método Afal, se determiné
que las variedades analizadas no eran el tipo SBOU2, sino que eran digeridas en el sitio de la enzima de restriccién
Afal que contenia el sitio donador de empalme del 5° intrén (nucleétidos 60-63 de la SEQ ID NO: 1: 5’-GTAC-3’)
(Fig. 11). Esto indic6 que estas lineas viables no posefan una mutacién de DNA en el sitio Afal (nucleétidos 60-63 de
la SEQ ID NO: 1: 5°-GTAC-3") y, por lo tanto, que el método Afal puede ser empleado con eficacia para la seleccién
de genes deficientes en LOX-1 entre las lineas de la progenie.

Ejemplo 2
Biisqueda de recursos génicos

Se examinaron recursos génicos de cebada de todo el mundo (variedades de la tierra) conservados en la Universidad
de Okayama por el método Afal. Como resultado, se descubrieron cinco nuevas lineas (SBOU1, SBOU3, SBOU4,
SBOUS y SBOUG6 conservados en la Universidad de Okayama) que no fueron digeridas en el sitio de la enzima de
restricciéon Afal que contenia el sitio donador de empalme del 5° intrén (nucleétidos 60-63 de la SEQ ID NO: 1: 5°-
GTAC-3’) (Fig. 12).

Se midié la actividad de LOX-1 de las semillas de estas lineas por el método descrito en la Ensayo de bisqueda 1.
La medicién de actividad, en el caso de SBOUS5 y SBOUG, se llevé a cabo por reaccion durante 5 minutos (Fig. 13A),
mientras que la medicion de actividad en SBOU1, SBOU3 y SBOU4 se realiz6 con un tiempo de reaccion estimado
de 90 minutos para una identificacién clara de la actividad (Fig. 13B). Como resultado, no se encontré actividad
significativa en ninguna de las lineas (Fig. 13).

Esto demostr6 claramente que asi como SBOU2, SBOU1, SBOU3, SBOU4, SBOUS y SBOUG (el tipo de cebada
SBOU?2 deficiente en LOX-1) eran lineas de cebada deficientes en LOX-1. Puesto que todas las lineas eran landrace y
no eran lineas que habfan sido sometidas a mutagénesis, estas representan mutantes espontaneas del gen LOX-1.
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Los resultados antes descritos demostraron que el método Afal, como ejemplo de método de seleccién de cebada
utilizando la mutacién de DNA es una técnica que permite no sélo la seleccion de las lineas de progenie de la cebada
deficientes en LOX-1, sino también una seleccién eficaz de la cebada deficiente en LOX-1 entre los recursos génicos.

Ejemplo 3
Cultivo de la cebada para elaboracion de bebida de cebada de ensayo

Se cruzé una variedad de cebada, Taishomugi, con SBOU2 y la primera generacion filial obtenida (F1) fue auto-
polinizada para obtener una generacién F2. El rasgo deficiente en LOX-1 fue confirmado por el método de medicién
de la actividad enzimdtica de LOX-1 descrito en el Ensayo de busqueda 1 y el método Afal descrito en el Ensayo de
verificacion 7 antes expuestos y se proporcionaron el grupo de lineas deficientes en LOX-1 y el grupo de lineas que
retenian LOX-1 como poblaciones para la propagacion de las semillas descrita a continuacion.

Se llevé a cabo la propagacion de las semillas de cada linea (poblacién) utilizando una parcela uniforme o in-
vernadero hasta obtener las semillas F4. Cuando se analizé la actividad de la enzima LOX-1 de las semillas F4, se
encontrd que se mantenian los rasgos de actividad de la LOX-1 respectiva de los individuos F2, indicando que el rasgo
de deficiencia de LOX-1 se transmite a la progenie de forma estable.

Se utilizaron las semillas F4 para el siguiente ensayo de produccién de malta y el ensayo de produccién de bebidas
alcohdlicas de malta.

Ejemplo 4
Produccion de la malta para la elaboracion de ensayo

Se prepararon y utilizaron para el malteado una poblacién F4 de cebada deficiente en LOX-1 (LOX-F4) que
comprendia semillas de cebada sin actividad de LOX-1 y una poblacién de cebada F4 que retenia actividad de LOX
(LOX+F4) de semillas de cebada con LOX-1, ambas derivadas del cruce de Taishomugi x SBOU2.

El malteado se llevé a cabo utilizando un Automatic Micromalting System (Phoenix Systems) en condiciones de
temperatura de maceracién de 16°C durante un total de 82 horas (ciclo de 5 h HUMEDO/7 h SECO), germinacién a
15°C durante 139 horas y secado en horno durante 29 horas (55°C durante 13,5 h, 65°C durante 8 h, 75°C durante 3,5
h, 83°C durante 4 h).

Ejemplo 5
Andlisis de la malta y el mosto congreso

La malta se analizé de acuerdo con el método estdndar de EBC (European Brewery Convencién ed., Analytica
EBC (4th Ed.), 1987). Como resultado, no se encontrd diferencia significativa en valores analiticos de malta entre las
maltas que empleaban LOX-F4 y LOX+F4, lo que demostrd que se las puede utilizar para la elaboracién de bebidas
alcohdlicas de malta con el fin de comparar la presencia o ausencia de actividad de LOX-1 (Fig. 14).

A continuacion, se utilizaron 50 g de la malta para producir mosto por el Método Congreso (European Brewery
Convencioén ed., Analytica EBC (4th Ed.), 1987) y se analizé la oxidacién de los lipidos en el mosto congreso.

En primer lugar, se midio la cantidad de trans-2-nonenal en el mosto congreso por el siguiente método. Se colocé
una muestra de mosto de 8 ml en un vial, se afiadieron 3 g de NaCl y se tap6 el vial. A continuacidn, se inserté una
fibra de polidimetilsiloxano SPME (Supelco, Inc.) en el espacio de cabeza del vial y se incub6 el vial a 40°C durante
15 minutos.

Luego se insert6 la fibra en un orificio de inyeccién de un equipo de cromatografia de gases/espectrometria de
masas equipado con una columna J&W DB-1 como columna capilar (30 m x 0,25 mm, espesor de la pelicula: 1 ym).
Se empled helio como gas portador (1 ml/min) y las condiciones del horno eran 60°C a 225°C (5°C/min) en el modo de
ion seleccionado (m/z: 70). La cuantificacién se realizé por el método de adicion estandar utilizando trans-2-nonenal
(Sigma) como muestra estandar.

Como resultado, las concentraciones de trans-2-nonenal de los mostos de tipo congreso producidos utilizando
LOX-F4 y LOX+F4 fueron 0,36 ppmm y 3,85 ppmm, respectivamente. De esa manera se demostré que la produccién
de mosto utilizando la malta de acuerdo con la presente invencion permite que se inhiba la produccién de trans-2-
nonenal en tanto como la décima parte o menos de la malta convencional.

Se midi6 el potencial de nonenal del mosto congreso mediante el siguiente método: En primer lugar, se hirvié el

mosto congreso durante 2 horas segiin el método de Drost et al., (Drost, B.W., Van der Berg, R., Freijee, FJ.M., Van
der Velde, E.G. y Hollemans M., J. Am. Soc. Brew. Chem., 48, 124-131, 1990). Luego se midi6 la cantidad de trans-2-
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nonenal en la mezcla por el método de medicién de trans-2-nonenal antes descrito y se calcul6 el potencial de nonenal
del mosto congreso.

Como resultado, los potenciales de nonenal de los mostos de tipo congreso producidos con el uso de LOX-F
y LOX+F4 fueron 2,74 ppmm y 11,9 ppmm, respectivamente. Puesto que el potencial de nonenal se conoce como
indice del envejecimiento del producto (Drost, B.W. et al., J. Am. Soc. Brew. Chem., 48, 124-131, 1990; Ueda et al.
(2001) EBC-Proceedings 55:p3 28th Congress), la malta producida a partir de la cebada de acuerdo con la presente
invencién puede ser utilizada para la elaboracién de bebidas de malta para mejorar significativamente la estabilidad
del sabor de las bebidas alcohdlicas de malta.

Enla Fig. 15 se muestran las concentraciones de trans-2-nonenal y los potenciales de nonenal de los mostos de tipo
congreso producidos utilizando LOX-F4 en comparacién con los de los mostos de tipo congreso producidos utilizando
la malta existente en el comercio. Como es claro de los resultados expuestos en la Fig. 15, los mostos de la presente
invencidn exhibieron valores que no se podian alcanzar con la cebada convencional.

Esos resultados demostraron que el uso de la cebada de acuerdo con la presente invencidn permite la produccién
de malta con nivel de calidad superior que no exhibian los productos convencionales.

Las concentraciones de THOD de los mostos de tipo congreso se determinaron por andlisis de cromatografia
liquida de alta resolucién-espectrometria de masas (HPLC-MS). Las condiciones de HPLC fueron las siguientes:
El caudal de la fase mdvil era 0,3 ml/min, utilizando una solucién mixta de 4cido acético al 0,5% (solucién A) y
acetonitrilo (solucién B) como fase movil, con un gradiente de solucién A:soluciéon B = 35:65 (0 min) a solucién
A:solucién B = 5:95 (30 min). La columna empleada fue una columna Waters Asymmetry (N° 106005; C18, 3,5 ym:
2,1 x 150 mm), la temperatura de la columna fue 50°C y se utiliz6 un sistema HPLC Modelo 1100 (Hewlett-Packard)
para la separacién de 5 ul de muestra de mosto o bebida alcohdlica de malta. Se realiz6 el andlisis de masas empleando
una columna Waters ZQ, con monitorizacién de masa 329 en médulo de ionizacién negativa ES. La solucién patrén
de THOD empleada era una muestra de extracto de cerveza (Kobayashi, N., et al., J. Biosci. Bioeng. 90, 69-73, 2000).

Como resultado, las concentraciones de THOD del mosto congreso producido usando LOX-F4 y LOX+F4 fueron
6,5 ppm y 14,7 ppm, respectivamente, demostrando asi que la produccién de mosto usando la malta de acuerdo con la
presente invencién puede inhibir la concentracién de THOD del mosto a la mitad o menos.

Como se mencioné anteriormente, el THOD se produce por la conversion del dcido linoleico por la accién de la
LOX-1 de malta y la actividad de peroxigenasa de la malta en la etapa de braceado, pero puesto que se piensa que la
actividad de peroxigenasa de la malta es la etapa limitante de la velocidad para la produccién de THOD (Kuroda, H.
et al., J. Biosci. Bioeng. 93, 73-77, 2002), no resultaba claro hasta qué punto la actividad de LOX-1 de malta reducida
inhibe la producciéon de THOD. Sin embargo, los resultados de los ejemplos presentados en la presente memoria
descriptiva han demostrado que el uso de la malta producida a partir de las semillas de cebada sin actividad de LOX-
1 reduce la concentracién de THOD en el mosto. Puesto el THOD sobrevive al producto final sin ser metabolizado
por la levadura (Kobayashi, N., et al., J. Inst. Brew. 106, 107-110 (2000)), el uso de la malta derivada de la cebada
de acuerdo con la presente invencién puede dar lugar claramente a la produccién de bebidas alcohdlicas de malta con
buena calidad de sabor y calidad de espuma.

Ejemplo 6
Ensayo de elaboracion de bebidas alcohdlicas de malta
1. Produccion y andlisis de mosto

Se bracearon la malta de LOX-F4 y la malta de LOX+F4 obtenidas en el Ejemplo 4 anterior con un aparato
de braceado a escala de 50 litros de acuerdo con los métodos de braceados estandares para la bebida alcohdlica
debajo contenido en malta espumante Happoshu (contenido de malta: 24%). Las condiciones de braceado fueron las
siguientes.

Se bracearon 1,5 kg de cada malta sola con 15 litros de agua de braceado de acuerdo con un diagrama de 50°C
durante 20 min, 65°C durante 30 min y 75°C durante 3 min. Después del malteado, se llevé a cabo la clarificacién del
mosto con un tonel de clarificacién. Se obtuvieron 35 litros de mostos clarificados.

Antes de la ebullicién, se mezclé el mosto clarificado con 5 kg de jarabe de almidén (75% de sacéridos). Se
afiadieron 13 g de pelets de lipulo (unidad de amargor: 87,0 BU (EBC)) al mosto. Después de 70 minutos de ebullicion,
se enfri6 el mosto hervido a 10°C. El contenido de extracto de los mostos enfriados se ajusté a 11,6-11,8% por adicién
de agua.

Los mostos obtenidos fueron analizados de acuerdo con el Método estandar de la EBC [(European Brewery Con-
vention (Convencion Europea de Cerveceros) Ed. Analytica EBC (4th Ed), 1987]. Los valores del andlisis estin reco-
gidos en la Tabla 1. Como se aprecia en la Tabla 1, no se encontraron diferencias marcadas entre LOX-F4 y LOX+F4
con respecto a los pardmetros.
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TABLA 1
Variedad LOX+F4 LOX-F4
Densidad relativa 1,0475 1,0467
Extracto (%) 11,78 11,60
Extracto sin fermentar real (%) 3,45 3,38
Atenuacion real (%) 70,7 70,9
Extracto sin fermentar aparente (%) 1,54 1,52
Limite de atenuacién aparente (%) 86,9 86,9
pH 5,08 5,93
Color (°EBC) 2,1 2,1
BU 31,2 27,3
Nitrégeno total (mg/100 ml) 24 22
Polifenol (mg/l) 44 48
FAN (mg/l) 46 51

2. Produccion de la bebida alcohdlica de malta (Happoshu, bebida alcohdlica con bajo contenido de malta)

El mosto obtenido anteriormente en el apartado 1 anterior se transfirié a un depdsito cilindrico-cénico a escala
de 30 litros y luego se afiadi6 levadura a una concentracién inicial de 30 millones de células/ml para la fermentacién
principal a 13°C. Cuando el contenido del extracto en el liquido de fermentacién cay6 a 2,5%, se transfirié a un nuevo
depdsito similar para la etapa de conservacion. La etapa de conservacién se llevé a cabo a 13°C durante los primeros
6 dias y luego a 0°C durante las 2 semanas posteriores.

Una vez concluida la etapa de conservacion, se introdujo el liquido de fermentacién en un aparato de filtracién y
llenado de cerveza. Luego la bebida alcohdlica de malta se filtré y envasé en botellas.

3. Andlisis de la bebida alcohdlica de malta
La bebida alcohdlica de malta obtenida en el apartado 2, precedente se analizé como sigue.

El andlisis de acuerdo con el método estindar de la EBC no encontré diferencias significativas entre LOX-F4 y
LOX+F4 en términos de pardmetros de andlisis general distintos de los pardmetros de oxidacién de lipidos (Tabla 2).

TABLA 2
Variedad LOX+F4 LOX-F4
Densidad relativa 1,00562 1,00565
Extracto de mosto original (%) 11,82 11,56
Extracto real (%) 3,43 3,38
Atenuacion real (%) 71 70,7
Extracto aparente (%) 1,44 1,45
Atenuacion aparente (%) 87,8 87,4
Alcohol (% en vol) 55 5,35
Alcohol (% p/p) 4,33 421
pH 3,561 3,28
Presion de gas (20°C) (kg/cm?) 2,35 2,55
Color (°EBC) 1,5 1,7
Nitrégeno total (mg/100 ml) 16 19
BU 11,6 9,5
Polifenol (mg/l) 45 43
FAN (mg/l) 10 12
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La estabilidad de la espuma de la bebida alcohdlica de malta obtenida en 2 precedentemente se analizé por el
siguiente método.

El andlisis de la estabilidad de la espuma se llevé a cabo por el método NIBEM. Después del andlisis de la
estabilidad de la espuma empleando un Analizador de la Estabilidad de Espuma Haffman (Tabla 3), la cebada LOX-
F4 tenia claramente mayor estabilidad de la espuma, con un valor NIBEM de 21 puntos mds que la cebada de LOX+F4.

Ademads, como resultado de la medicién de la concentracion de THOD por el método descrito en el Ejemplo
5 anterior, el contenido de THOD de LOX-F4 exhibi6é una reduccién a menos de la mitad de la correspondiente a
LOX+F4 (Tabla 3).

Estos resultados demostraron claramente que las bebidas alcohdlicas de malta producidas por el método de pro-
ducciodn de la presente invencion permiten producir la bebida alcohdlica de malta con contenido reducido de THOD y
mejor retencién de espuma.

TABLA 3
Variedad LOX+F4 LOX-F4
NIBEM 239 260
THOD (mg/l) 3,6 1,7

Luego se someti6 la bebida alcohdlica de malta obtenida en el apartado anterior 2 al siguiente ensayo realizado por
13 catadores para comparar la estabilidad del sabor.

En primer lugar, se conservaron las bebidas alcohdlicas de malta LOX-F4 y LOX+F4 a 37°C durante una semana.
Luego se las vertié en copas a la temperatura normal de consumo y se las present6 a los catadores del ensayo sensorial
para la evaluacién de sabor desagradable y ranciedad total en una escala de 0-4 (en la que un valor mds elevado
representaba el envejecimiento progresivo) (Tablas 4A, B).

Como resultado, 10 de los 13 catadores asignaron menores puntuaciones a LOX-F4 en cuanto al sabor desagradable
y, por lo tanto, LOX-F4 exhibi6 una puntuacién menor (valor medio) que LOX+F4. Se determiné que la diferencia de
acuerdo con una ensayo t pareado era significativa al nivel de probabilidad de 5% (Tabla 4A).

En cuanto a la ranciedad total, 11 de los 13 catadores asignaron puntuaciones menores a LOX-F4 y, por lo tanto,
LOX-F4 exhibi6 una puntuacién menor (valor medio) que LOX+F4. Se determiné que la diferencia de acuerdo con
una ensayo t pareado era significativa al nivel de probabilidad de 5% (Tabla 4B).

El ensayo sensorial anterior y el andlisis estadistico demostraron que LOX-F4 tenfa menos sabor desagradable y
ranciedad total que LOX+F4.

TABLA 4A

Sabor desagradable LOX+F4 LOX-F4
Catador 1 3 2
Catador 2 1 2
Catador 3 3 2
Catador 4 25 2.5
Catador 5 2 2
Catador 6 25 2
Catador 7 2,5 1,5
Catador 8 25 1
Catador 9 1 0,5
Catador 10 25 2
Catador 11 2 1,5
Catador 12 25 2
Catador 13 2 1,5
Valor medio 2,2 1,7

16



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312984 T3

TABLA 4B

Ranciedad total LOX+F4 LOX-F4
Catador 1 2,5 2
Catador 2 1 2
Catador 3 3 2
Catador 4 3 2,5
Catador 5 2.5 2
Catador 6 2.5 2
Catador 7 2,5 1,5
Catador 8 2,5 1,5
Catador 9 1 0,5
Catador 10 2.5 2
Catador 11 2 1,5
Catador 12 2.5 2.5
Catador 13 2 1,5
Valor medio 2,3 1,8

Como resultado de la medicién del contenido de trans-2-nonenal de la bebida alcohdlica de malta obtenida en el
punto 2 anterior, LOX-F4 tenia un menor contenido de trans-2-nonenal que LOX+F4 antes y después de la conserva-
cién a 37°C durante una semana. El contenido de trans-2-nonenal de LOX-F4 se redujo a aproximadamente un tercio
en comparacion con el de LOX+F4 después de la conservacion (Tabla 5).

TABLA 5

Concentracion de trans-2-nonenal | LOX+F4 LOX-F4

Antes de la conservacion 0,02 0,014
Después de la conservacion 0,35 0,12
Unidad: ppmm

Estos resultados del ensayo sensorial y los resultados del andlisis del contenido de trans-2-nonenal en las bebi-
das alcohdlicas de malta demostraron que el método de produccién de bebidas alcohdlicas de malta de la presente
invencién permite la produccién de bebidas alcohélicas de malta con estabilidad de sabor mejorada.

Por dltimo, el cuerpo y la suavidad de la bebida alcohdlica de malta obtenida en el apartado 2 anterior fueron
analizados por un ensayo sensorial con un sensor de membrana lipidica.

En primer lugar, se llevé a cabo un ensayo sensorial con 13 catadores expertos para la comparacién de la calidad
del sabor. Se ofrecieron bebidas alcohdlicas de malta LOX-F4 y LOX+F4 para el ensayo sensorial, y se evaluaron el
cuerpo y la suavidad en una escala de 0-4 (donde las puntuaciones mas elevadas correspondian a cuerpo mas completo
y mejor suavidad (Tabla 6).

En cuanto al cuerpo, no se encontrd diferencia significativa (nivel de probabilidades de 5%) entre LOX-F4 y
LOX+F4 (Tabla 6A).

Con respecto a la suavidad, 8 de los 13 catadores asignaron puntuaciones mas altas a LOX-F4 (Tabla 6B). LOX-F4
tuvo una puntuacién mas alta (valor medio) que LOX+F4 y se determiné que la diferencia de acuerdo con el ensayo t
pareado era significativa en el nivel de probabilidad del 5%.

Estos resultados demostraron que la elaboracién de bebidas alcohdlicas de malta utilizando LOX-F4 puede mejorar
la suavidad sin afectar el cuerpo.
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TABLA 6A

Cuerpo LOX+F4 LOX-F4

Catador 1
Catador 2
Catador 3
Catador 4
Catador 5
Catador 6
Catador 7
Catador 8
Catador 9
Catador 10
Catador 11
Catador 12
Catador 13
Promedio

‘oo

‘o

o
‘o

PN WM W N [N [ [N
NIWIWININIRDINININD WIWININ|—

fe
w

TABLA 6B

Suavidad LOX+F4 LOX-F4

Catador 1
Catador 2
Catador 3
Catador 4
Catador 5
Catador 6
Catador 7
Catador 8
Catador 9
Catador 10
Catador 11
Catador 12
Catador 13
Promedio

‘»

‘w”
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También se evaluaron el cuerpo y la suavidad utilizando un sensor de membrana lipidica de acuerdo con el método
de Kaneda et al., (Kaneda, H. et al., J. Biosci. Bioeng. 92, 221-226, 2001) (Tabla 7).

Se evalud el cuerpo basdndose en la adsorcién en la membrana lipidica y los resultados no arrojaron diferencias
significativas (nivel de probabilidad del 5%) entre la adsorcién con LOX-F4 y LOX+F4 (Tabla 7A).

La suavidad se evalu6 basdndose en la duracién de la absorcién en la membrana lipidica (donde una mayor du-

racion de la adsorcién indicaba peor suavidad) y LOX-F4 exhibi6 un residuo de aproximadamente la cuarta parte en
comparaciéon con LOX+F4, con una diferencia significativa en el nivel de probabilidad del 1% (Tabla 7B).
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TABLA 7A
Cuerpo Adsorcion DS
LOX+F4 189 4
LOX-F4 187 3
(Unidad: Hz)
(Sin diferencia significativa en el nivel de probabilidad del 5%)
TABLA 7B
Suavidad Residuo D.S.
LOX+F4 12 3
LOX-F4 3 3
(Unidad: Hz)

(Diferencias significativas en el nivel de probabilidad del 1%).

Hasta ahora no se habia encontrado ninguna correlacion entre la actividad de LOX-1 de la cebada y los niveles
de produccién de THOD en las etapas de braceado (Kobayashi, N., et al., (2000) J. Biosci. Bioeng. 90, 69-73), y no
resultaba claro en qué medida se reduce la producciéon de THOD por la inhibicién de la LOX-1 de la cebada. M4s atin,
no habia sido posible en la técnica anterior predecir si se puede mejorar la suavidad como resultado de dicha inhibicién
de la LOX-1 de la cebada. Sin embargo, los resultados de las ensayos sensoriales y los andlisis del cuerpo y suavidad
del producto utilizando un sensor de membrana lipidica en los ejemplos descritos en la presente memoria descriptiva
han demostrado, por primera vez, que se puede utilizar la cebada que contiene el gen reivindicado en la presente para
mejorar la suavidad del producto sin afectar al cuerpo de dicho producto.

Ejemplo 7
Elaboracion de ensayo de bebidas alcohdlicas de malta usando cebada procesada
1. Produccion y andlisis de mosto

Usando cebada procesada de LOX-F5 y LOX+FS5, las siguientes generaciones de las lineas de obtenidas en el
Ejemplo 3 anterior, se llevé a cabo un braceado aditivo con un aparato de braceado a escala de 50 litros de acuerdo
con los métodos de braceado estdndares para Happoshu, bebida alcohdlica de bajo contenido en malta (contenido en
malta: 24%, contenido en cebada procesada: 76%). Las condiciones fueron como sigue.

1,2 kg de una malta comercialmente disponible para la cerveza y 38 kg de cada cebada procesada se bracearon
con 20 litros de agua de braceado de acuerdo con un diagrama de 50°C durante 30 minutos, 65°C durante 60 minutos
y 75°C durante 3 minutos (se anadieron enzimas, tales como a-amilasa y S-glucanasa debido al alto contenido de
cebada procesada). Después del braceado, se llevé a cabo la clarificacion del mosto con un tonel de clarificacion. Se
obtuvieron 40 litros de mostos clarificados.

Se afiadieron 53 g de pelets de lipulo (unidad de amargor: 25,6 BU (EBC)) a los mostos clarificados obtenidos.
Después de ebullicion durante 80 minutos, el mosto hervido se enfri6 a 10°C. Los contenidos de extracto de los mostos
se ajustaron por adicién de agua hasta 7,5-7,6%.

Los mostos obtenidos se analizaron de acuerdo con el método estandar de EBC. Los valores del anélisis se muestran

en la Tabla 8. Como puede verse en la Tabla 8, no se encontraron diferencias distintas entre LOX-F5 y LOX+F5 con
respecto a los parametros.
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TABLA 8
Variedad LOX+F5 LOX-F5
Densidad relativa 1,0303 1,0296
Extracto (%) 7,63 7,46
Extracto no fermentado real (%) 2,00 2,06
Atenuacion real (%) 73,8 72,4
Extracto no fermentado aparente (%) 0,67 0,71
Limite de atenuacién aparente (%) 91,2 90,5
pH 5,69 5,71
Color (°EBC) 57 6,5
BU 31,7 30,9
Nitrégeno total (mg/100 ml) 45 47
Polifenol (mg/l) 159 137
FAN (mg/l) 72 72

2. Produccion de bebida alcohdlica de malta (Happoshu, bebida alcohdlica de bajo contenido en malta)

El mosto obtenido en 1 anteriormente se transfirié a un depdsito cilindro-cénico a escala de 30 litros, y luego
se afiadi6 levadura a una concentracién inicial de 30 millones de células/ml para la fermentacién principal a 15°C.
Cuando el contenido de extracto en el liquido de fermentacién cay6 a 1,3%, se transfirié a un nuevo depdsito similar
para una etapa de conservacion. La etapa de conservacion se llevo a cabo a 13°C durante los primeros 5 dias y luego a

0°C durante las 2 semanas siguientes.

Tras acabar la etapa de conservacidn, el liquido de fermentacién se suministré a un aparato de filtracién y llenado

de cerveza. La bebida alcohdlica de malta se filtré y envasé en botellas.

3. Andlisis de la bebida de malta alcohdlica

La bebida de malta alcohdlica obtenida en 2 anteriormente se analizé como sigue.

El anélisis de acuerdo con el método estdndar de EBC muestra que no se encontraron diferencias significativas entre
LOX-F5 y LOX+FS5 en términos de los pardmetros del andlisis general distintos de los pardmetros de la oxidacién de

lipidos (Tabla 9).

TABLA 9
Variedad LOX+F5 LOX-F5
Densidad relativa 1,00307 1,00338
Extracto de mosto original (%) 7,77 7,60
Extracto real (%) 2,11 2,14
Atenuacion real (%) 73,7 72,7
Extracto aparente (%) 0,79 0,87
Atenuacion aparente (%) 89,9 88,6
Alcohol (% en vol) 3,62 3,49
Alcohol (% en p/p) 2,86 2,75
pH 4,58 4,59
Presién de gas (Kg/cm®) | 2,99 2,38
Color (°EBC) 40 42
Nitrégeno total (mg/100 ml) 28 27
BU 16,8 15,3
Polifenol (mg/l) 111 91
FAN (mg/) 16 16
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La estabilidad de espuma de la bebida de alcohélica de malta obtenida en 2 se analizé por el método siguiente.

El andlisis de estabilidad de la espuma se realiz6 por el método NIBEM. Por el andlisis de estabilidad de la espuma
usando un aparato de ensayo de Estabilidad de la espuma Haffmans (Tabla 10), 1a cebada de LOX-F5 tenia claramente
superior estabilidad de la espuma, con un valor NIBEM de 17 puntos més que la cebada de LOX+FS5.

También como resultado de medir la concentracién de THOD por el método descrito en el Ejemplo 5 anterior, el
contenido de THOD en la bebida alcohélica de malta de LOX-F5 exhibi6 una reduccién hasta menos de la mitad del
valor de la LOX+FS.

Estos resultados demuestran claramente que el método de produccion de bebida alcohdlica de malta de la invencién
permite producir la bebida alcohdlica de malta con contenido de THOD reducido y retencién de espuma mejorada.

TABLA 10
Variedad LOX+F5 LOX-F5
NIBEM 279 296
THOD (mg/l) 728 237

Los valores de THOD indican los valores relativos, en donde las dreas de los picos de los patrones internos son
100.

La bebida alcohdlica de malta obtenida en 2 anteriormente se sometid luego al siguiente ensayo sensorial por 13
catadores para comparacion de la estabilidad del sabor. El método especifico del ensayo sensorial es el mismo que el
descrito en el Ejemplo 6.

Como resultado, 11 de los 13 catadores asignaron puntuaciones inferiores a LOX-F5 para el sabor desagradable,
y por lo tanto LOX-F5 exhibié una puntuacién inferior (valor medio) que LOX+F5. La diferencia de acuerdo con un
ensayo t pareado se determind que era significativa en una probabilidad de 5% (Tabla 11A).

Para la ranciedad total, 12 de los 13 catadores asignaron puntuaciones inferiores a LOX-F5, y por tanto LOX-F5
exhibi6 una puntuacién inferior (valor medio) que LOX+F5. La diferencia de acuerdo con un ensayo t pareado se
determiné que era significativa a un nivel de probabilidad de 5% (Tabla 11B).

El ensayo sensorial y el andlisis estadistico demostraron que LOX-F5 tenia un valor inferior del sabor desagradable
y de la ranciedad total que LOX+FS5.

TABLA 11A

Sabor desagradable LOX+F5 LOX-F5
Catador 1 2 5
Catador 2 3 2
Catador 3 3 2
Catador 4 2 1,5
Catador 5 3 2
Catador 6 2 1
Catador 7 2,5 3
Catador 8 2 1
Catador 9 2,5 2
Catador 10 2 1
Catador 11 3 2
Catador 12 2,5 1,5
Catador 13 2 3
Valor medio 2.4 1,8

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312984 T3

TABLA 11B

Ranciedad total LOX+F5 LOX-F5
Catador 1 2 1,5
Catador 2 3 1
Catador 3 3,5 1,5
Catador 4 2 1,5
Catador 5 3 2
Catador 6 2 1
Catador 7 2,5 3
Catador 8 2 1
Catador 9 3 2
Catador 10 2 1
Catador 11 3 2
Catador 12 2,5 1,5
Catador 13 3 1,5
Valor medio 2,6 1,6

Como resultado de medir el contenido de trans-2-nonenal de la bebida alcohdlica de malta obtenida en 2 anterior-
mente, antes y después de la conservacién a 37°C durante un semana, LOX-F5 tenia un contenido similar de trans-2-
nonenal al de LOX+F5 antes de la conservacidn. El contenido de trans-2-nonenal de LOX-F5 se redujo a aproximada-
mente la mitad comparado con el de LOX+F5 después de la conservacion (Tabla 12).

TABLA 12
Concentracion de trans-2- | LOX+F5 LOX-F5
nonenal
Antes de la conservacion 0,06 0,06
Después de la conservacion | 0,16 0,09

Ejemplo 8
Elaboracion de ensayo de bebidas alcohdlicas de malta
1. Produccion y andlisis de mosto

La malta de LOX-F4 y la malta de LOX+F4 obtenidas por el mismo método que el descrito en el Ejemplo 4
anterior se bracearon con un aparato a escala de 50 litros de acuerdo con los métodos de braceado estdndares para
cerveza (contenido de malta: 71%). las condiciones de braceado fueron como sigue.

5,0 kg de la malta de ensayo anterior y 2,0 kg de material aditivo (almidén de maiz, sémola de maiz y arroz
triturado) se bracearon con 23 litros de agua de braceado de acuerdo con un diagrama de 50°C durante 20 minutos,
65°C durante 40 minutos y 75°C durante 3 minutos. Después de bracear, se llevo a cabo la clarificacién del mosto con
un tonel de clarificacién. Se obtuvieron 40 litros de mostos clarificados.

Se afiadieron 40 g de pelets de lipulo (unidad de amargor: 44.9 BU (EBC)) a los mostos clarificados obtenidos.
Después de hervir durante 90 minutos, el mosto hervido se enfrié a 10°C. El contenido de extracto de los mostos
enfriados se ajustd por adicién de agua a 10,8-11.1%.

Los mostos obtenidos se analizaron de acuerdo con el método estandar de EBC. Los valores del analisis se muestran

en la Tabla 13. Como se ve en la Tabla 13, no se encontré una diferencia significativa entre LOX-F4 y LOX+F4 con
respecto a los parametros.
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TABLA 13
Variedad LOX+F4 LOX-F4
Densidad relativa 1,0444 1,0433
Extracto (%) 11,05 10,79
Extracto no fermentado real (%) 3,05 3,05
Atenuacion real (%) 72,4 717
Extracto no fermentado aparente (%) 1,25 1,31
Limite de atenuacién aparente (%) 88,7 87,9
pH 571 5,68
Color (°EBC)6,3 6,3 6,5
BU 38,0 38,2
Nitrégeno total (mg/100 ml) 77 78
Polifenol (mg/l) 150 147
FAN (mg/l) 153 148

2. Produccion de bebida alcohdlica de malta (cerveza)

El mosto obtenido en 1 anterior se transfirié a un depdsito cilindro-cénico esterilizado con vapor de agua a escala
de 30 litros, y luego se afiadi6 levadura a una concentracion inicial de 15 millones de células/ml para la fermentacién
principal a 10,5°C. Cuando el contenido de extracto en el liquido de fermentacién cayé a 2,5%, se transfirié a un nuevo
depésito similar para una nueva etapa de conservacion. La etapa de conservacion se llevé a cabo a 8°C durante los
primeros 8 dias y luego a 0°C durante 2 semanas mas.

Tras terminar la etapa de conservacion, el liquido de fermentacion se suministr6 a un aparato de filtracién y enva-
sado de cerveza. La bebida alcohdlica de malta se filtré y envasé en botellas.

3. Andlisis de la bebida alcohdlica de malta

La estabilidad de la espuma de la bebida alcohdlica de malta obtenida en 2 anterior se analizé por el método
siguiente. El andlisis de estabilidad de la espuma se realiz6 por el método NIBEM. Tras el andlisis de la estabilidad de
la espuma usando un aparato de ensayo de estabilidad de la espuma Haffinans (Tabla 14), la cebada de LOX-F4 tenia
claramente mayor estabilidad, con un valor NIBEM de 30 puntos mas que la cebada de LOX+F4.

También, como resultado de medir la concentracién de THOD por el método descrito en el Ejemplo 5 anterior,
el contenido de THOD de la bebida de malta alcohdlica de LOX-F4 exhibi6 una reduccién a menos de la mitad del
correspondiente a LOX+F4.

Estos resultados demuestran claramente que el método de produccion de bebidas de alcohdlicas de malta de la
invencién permite producir la bebida alcohdlica de malta con un contenido reducido de THOD y retencién de espuma
mejorada.

TABLA 14
Variedad LOX+F4 LOX-F4
NIBEM 273 303
THOD (relacidn de area de pico) 499 221

Los valores de THOD indican los valores relativos, donde las dreas de los picos de los patrones internos son 100.
La bebida alcohdlica de malta obtenida en 2 anteriormente se sometid luego al siguiente ensayo sensorial por 13

catadores para la comparacién de la estabilidad del sabor. El método especifico del ensayo sensorial es el mismo que
el descrito en el Ejemplo 6.
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Como resultado, 11 de los 13 catadores asignaron puntuaciones inferiores a LOX-F4 en cuanto a sabor desagrada-
ble, y por tanto la LOX-F4 exhibi6é una puntuacién inferior (valores medios) a la LOX+F4. La diferencia de acuerdo
con un ensayo t pareado se determiné que era significativa a una probabilidad de 5% (Tabla 15A).

Para la ranciedad total, 12 de los 13 catadores asignaron puntuaciones inferiores a LOX-F4, y por lo tanto LOX-
F4 exhibi6é una puntuacién inferior (valor medio) a la LOX+F4. La diferencia de acuerdo con el ensayo t pareado se
determind que era significativa a un nivel de probabilidad de 5% (Tabla 15B).

El ensayo sensorial anterior y el andlisis estadistico demostré6 que LOX-F4 tenia menores sabor desagradable y

ranciedad total que LOX+F4.

TABLA 15A
Sabor desagradable LOX+F4 LOX-F4
Catador 1 2,3 2
Catador 2 3 3,5
Catador 3 3,5 2
Catador 4 2,5 2
Catador 5 1.5 1
Catador 6 3 1
Catador 7 2,5 3
Catador 8 3 2
Catador 9 2 1,56
Catador 10 2 1
Catador 11 3 1,5
Catador 12 1,5 1
Catador 13 2 1
Valor medio 2,5 1.7
TABLA 15B

Ranciedad total LOX+F4 LOX-F4
Catador 1 3 2
Catador 2 3 3,5
Catador 3 3 1,5
Catador 4 25 2
Catador 5 1,5 1
Catador 6 3 1
Catador 7 3 2,5
Catador 8 3 2
Catador 9 2 1
Catador 10 2 1
Catador 11 3 1
Catador 12 1,5 1
Catador 13 2 1
Valor medio 2,5 1.6

Estos resultados del ensayo sensorial y los resultados del andlisis del contenido de trans-2-nonenal en las bebidas
alcohdlicas de malta demostraron que el método de produccién de las bebidas alcohdlicas de malta de la invencidén

permite producir bebidas alcohdlicas de malta con estabilidad de sabor mejorada.
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Aplicabilidad industrial

Es posible producir un gen LOX-1 mutante ventajoso para la produccién de bebidas alcohdlicas de malta que
exhiben estabilidad del sabor y estabilidad de la espuma mejoradas sin manipulacién génica, un método de seleccién
de la cebada deficiente en LOX-1, materiales para bebidas alcohdlicas de malta derivados de la cebada obtenidos por
el método de seleccidon y un método para la produccién de bebidas alcohdlicas de malta usando los materiales para
bebidas alcohdlicas de malta.
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REIVINDICACIONES

1. Un gen mutante de lipoxigenasa-1 de cebada, en donde la guanina del sitio donador de empalme (5°-GT-3") del
5° intrén del gen de lipoxigenasa-1 de la cebada estd mutada a una base diferente.

2. Un gen mutante de lipoxigenasa-1 de cebada de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la base diferente es
adenina.

3. Un método de seleccién para cebada deficiente en lipoxigenasa-1 de cebada, que comprende una etapa de
distinguir la cebada deficiente en lipoxigenasa-1 de cebada comprobando si o no la guanina del sitio donador de
empalme del 5° intrén del gen de lipoxigenasa-1 de cebada estd mutada a una base diferente.

4. Un método de seleccion de cebada deficiente en lipoxigenasa-1 de la cebada de acuerdo con la reivindicacién 3,
en donde la base diferente es adenina.

5. Un método de seleccion de cebada deficiente en lipoxigenasa-1 de cebada de acuerdo con la reivindicacién 3 6
4, que comprende:

una etapa de extraccion de DNA gendémico en donde el DNA genémico se extrae de una muestra de cebada,

una etapa de amplificacién de un fragmento de DNA en donde, a partir del DNA gendémico extraido, se amplifica
un fragmento de DNA que contiene el sitio donador de empalme del 5° intrén del gen de lipoxigenasa-1 de cebada y

una etapa de deteccion del fragmento de DNA en donde, se escinde con una enzima de restriccion, el fragmento de
DNA que contiene el sitio donador de empalme del 5° intrén del gen lipoxigenasa-1 de cebada amplificado en la etapa
de amplificacién de un fragmento de DNA, se detecta el fragmento de DNA que tiene el nimero de bases prescrito
y se diferencia la cebada deficiente en lipoxigenasa-1 de cebada comprobando si o no la guanina situada en el sitio
donador de empalme estd mutada a una base diferente.

6. Un método de seleccion de cebada deficiente en lipoxigenasa-1 de cebada de acuerdo con la reivindicacién 5,
en donde la enzima de restriccion utilizada en la etapa de deteccion de fragmentos de DNA es Afal y/o Rsal, que
reconocen la secuencia de nucleétidos 5’-GTAC-3".

7. Un material para bebidas alcohdlicas de malta, en donde el material se selecciona del grupo que consiste en
una semilla, una malta, un extracto de malta, un producto de descomposicién de la cebada o un derivado de cebada
procesada, derivado de una cebada que contiene un gen mutante de lipoxigenasa-1 de la cebada de acuerdo con la
reivindicacion 1 6 2, en donde dicha cebada es completamente deficiente en actividad de LOX-1.

8. Un material para bebidas alcohdlicas de malta, en donde el material se selecciona del grupo que consiste en una
semilla, una malta, un extracto de malta, un producto de descomposicion de cebada o un derivado de cebada procesada,
de cebada seleccionada por un método de seleccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en donde
dicha cebada es completamente deficiente en actividad de LOX-1.

9. Un método para la producciéon de bebidas alcohdlicas de malta, caracterizado por utilizar un material para
bebidas alcohdlicas de malta de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8.

10. Un 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos desde la posicién 1 hasta 1554 como se expone
en la SEQ ID NO: 10.

11. Un 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos que se expone en la SEQ ID NO: 11.

12. Un 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos de 10 a 60 bases continuas, incluyendo la base
3178 en la secuencia de nucleétidos que se expone en la SEQ ID NO: 11.

13. Un método para detectar la ausencia de actividad de LOX-1 en cebada, que comprende:
una etapa de aislar un DNA gendmico de una muestra de cebada, y

una etapa de detectar la base 3178 de la secuencia de nucledtidos que se expone en la SEQ ID NO: 11, en donde
la presencia de la base es un indicador de la ausencia de actividad de LOX-1 en la cebada.
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Fig.2
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Fig.3
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Fig.6
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KS S

M : Marcador

KC: cDNA molde de Kendall

SC: cDNA molde de SBOU 2

S@G: DNA molde genémico de SBOU 2
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Fig.9

M: Marcador

F2: Andlisis por el método Afal del DNA de la F2
Kendall x SBOU 2
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Fig. 10

F2 Actividad Método | JBC970 F2 Actividad Metodo [ JBC970
CAPS CAPS
1 + KB KB 73 + KB KB
2 + KK KK 74 + KB KB
3 + KB KB 75 + KK KK
4 - “BB KB 76 ¥ KB KB
5 - BB BB 77 + KK KK
6 - BB B 78 - BB BB
7 + KK KK 79 KB KB
8 + KB KB 80 - BB BB
9 + KB KB 81 - BB BB
10 - ~BB | BB 82 + KB KB
11 - “BB KB 83 + KK KK
12 + KB KB 84 ¥ KK KK
13 - BB BB 85 - BB BB
14 + KK KK 86 - BB BB
15 + KB KB 87 - BB BB
16 + KB KB 88 + KB KB
17 + KK KK 89 - BB BB
18 + KB KB 90 - BE | BB
19 + KK KK 91 + KK KK
20 + KK KK 92 + KB KB
21 - BB KB 93 ¥ ~ KB KB
22 + KK KK 94 + KK KK
23 + KB KB 95 + KB KB
24 + KK KK 96 + KB KB
25 + KB KB 97 + KK KK
26 + KB KB 98 + KB KB
27 N KK KK 99 + KB KB
28 + KK KK 100 + KB KB
29 + KK KK 101 - BB - BB
30 + KB KB 102 + KB KK
31 + KB KB 103 + KB KB
32 - BB KB 104 + KB KB
33 ¥ KB KB 105 + KB KB
34 + KB KB 106 + KK KK
35 + KK KB 107 + KK KK
36 + KB KB 108 + KK KK
37 + KB KB 109 + KB KB
38 + KK KK 110 - BB BB
39 + KB - 11 - BB BB
40 + KB - 112 + KB KB
41 - BB | BB 113 + KB KB
42 + KB KB 114 + KB KB
43 + KK KK 115 - BB | BB |
44 ¥ KB KB 116 + KB KB
45 - BB BB 117 - BB BB
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M: Marcador

1 y 5:SBOU2, 2:SBOU 5. 3:5BOU6
4:SBOU 1. 6:SBOU 3. 7:SBOU4
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Fig. 14

Variedad LOX-F4 | LOX+F4
Contenido de humedad de la cebada (%) 10,9 11
Peso de la cebada (g) 3000 3000
Maceracion (%) 448 445
Tiempo de maceracién (h) 82 82
Produccién de malta, peso (g) 25716 2572,2
Porcentaje de la produccion de malta (% ad) 85,7 85,7
Porcentaje de la produccion de malta (% db) 90,3 90,7
Contenido de humedad (%) 6,1 6.8
Tiempo de braceado (min) 9-15 9-156
Velocidad de clarificacion (min) 8 17
Transparencia 2 2
Color (EBC) 2,1 2,2
Color a ebullicion (EBC) 3.2 3,3
Extracto secado al aire (%) 67 69,3
Extracto anhidro (%) 71,4 73,5
TN (%) 249 2,291
SN (%) 0,648 0,645
Proteinas en bruto (%) 15,6 14,3
KZ 26 28,1
EVG (%) 78,8 79
DP (WK) 348 377
DP (WK/TN) 140 165
Viscosidad (mPa.s) 1,87 1,89
R-glucano (mg/l) 427 392
pH 597 6
Produccion de extracto (%) 64,5 66,7
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> SAPPORO BREWERIES LTD.

<120> Gen de lipoxigenasa-1 de cebada. Método de seleccién para cebada. Materiales para bebidas alcohdlicas de

malta y Método para la produccién de bebidas alcohdlicas de malta
<130> FP04-0052

<150> JP 2003-083924
<151> 2003-03-25

<160> 11
<170> Version Patentln 3.1

<210> 1

<211> 240

<212> DNA

<213> Hordeum vulgare

<400> 1

otcgccaagg cctacgtege cgtcaatgac tcogggtege accagotcgt cageccactgg
tacgttctec acggtcgate tgattcagtc agtcgatgca caacaactga tcgaaatatg
attgattgaa acgcgragge tgaacactca cgcggtgatg gageopgtteg tgatctegac

gaaccggcac cttagegtga cgcacccggt gcacaagetg ctgageccge actaccgega

<210>2

<211> 240

<212> DNA

<213> Hordeum vulgare

<400> 2

ctcgccaagg cectacgtoge cgtcaatgac tccgggtgsc accagetcgt cagecactga
tacgttctce acggtegatg tgattcagtc agtcgatgeca caacaactga tcgaaatatg
attgattgaa acgcgcaggc tgaacactca cgcggtgate gageecgttceg tgatctegac
gaaccggoac cttagegtea cgeacceget geacaagetp ctgageoccge actaccgega
<210>3
<211>24

<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3

geagageage ccaagaacaa gatg

<210> 4
<211> 19

60
120
180
240

60
120
180
240
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<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 4

gattgccgat gecttagat

<210>5
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5

cacgtcgeog teogatecat ¢

<210> 6

<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6

ccatcacgca gggcateetg

<210> 17

<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 7

gogttegatega goegtetegceg

<210> 8
<211>24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador para LOX-1 con sitio BamHI

19

21

20
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<400> 8

geatccatge tgctgggage golg

<210>9
<211>125
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador para LOX-1 con sitio BamHIII

<400>9

2agcttttag atggagatgec tgttg

<210> 10
<211> 2668
<212> DNA

<213> Hordeum vulgare

<400> 10

atgetgetee gagggctgat cgacaccete
ggcacgegtgg tgctcatgeg caagaacgte
atcgacggca tcggcegagtt cctoggcaag
gecgtogace aagacaacgg cgglcecgee
teggetegacga gectgeccgte gotgacgace
tgegagetee agaagotoge ggteccgeee
gagttcctge ttaaaaccat caccctccac
ttegtcgeca actcatggat ctaccccgee

Eccaacgaca cgtacctgec gagccagatg

acEBEEECEa
ctggacctea
gecgtcacet
aaggtegece
geggagtcca
gecategteg
gacgtcecocg
gccaactacc

CCEECEBCEC

acaagagcge
acgacttecgeg
gccagettat
CEBAgEceEa
agttcggect
tcaacaacta
ECCECagces
gatacagecg

tgaagecgta

ccgegctecaag
cgccaccate
cagctccécc
gotggageag
caccttegac
ccacagectee
caacctcace
cgtettette

ccgegacgac
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gagectcogga acctgegtge
taccgetacg acgtctacaa

gaccaccctt acccgegcce
cteggagagee ggctgteget
cacctcaaga cgtcogactt
ccggoccgtgc geacctacgt
atcaacctct atgageeceg
aagcagttec cgctecaget
aagectccccg tgccccacat
ttcecacgee aggtestoge
ccgccaaaaa gtagtctgga
gagcacatag agaagaacct
ctgtacatcc ttgatcacca
cccgecaact tcatctacge
acgccgctcg ccatcgaget
agcaagettt acacgecggt
aaggectacg tcgocgtcaa
ctccacggtc gatgtgatte
‘tgaaacgcge aggetgaaca
geaccttage gtgacgcace
gaccatcaac gcgctggege
getgtteecg gecaagtteg
caccgagcag geactgccge
gagceccgtac aaggtgeegt
gatctggcac geceattgage
cggogtectg cagggcgata
gcacggcgac ctcaaggacg
caaggcgtec accaccatca
gcagtaccce tacgeggget
EBagcccgge acggaggagt
caccatcacg agccagatee
gcactecctec gacgagetgt
aaaggecctg gaggtgttca
getgggcatg aaccatgacc
catgctgetc taccccaaca
gggcatcecc aacageatct
<210> 11
<211> 4393

<212> DNA
<213> Hordeum vulgare

cgacgaccag
cgacctogec
CEECCECacg
gotegageag
coctggegctac
£8acaccace
catcaagctg
catcaaggac
catccaggag
cgecgtecaac
ccctageaag
cgaggecectc
tgaccggtte
cacgaggace
gagcgageee
gCCCagcgEc
tgactecgee
agtcagtcga
ctcacgcget
cgetgecacaa
gecagacgct
cettggggat
acgatctcat
tgctgetete
agtacgtgag
cggaggteca
ccccatggteg
tetggateee
tectocegaa
acgeggaget
agaccatcat
acctcggeca
ageggtteag
cggagetcaa
cctecgacea

ccatctaa

ES 2312984 T3

cagggecegt
Bagggccgce
gagcgcaage
atctacgtec
tccatcaage
ccoggecgagt
cccaaggteg
ctecteccceg
2aGcaagcage
ccgeteoatga
tttgetegace
acggtecage
atgecgttee
ctcttettee
atcatccagg
tecgtegaag
tggcaccage
tgcacaacaa
gatgeagoeg
gctectgage
catcaacgee
Etogeccete
CaagagEeEc
ggactacecg
cgagtacctg
gecgtegtee
gceeaagate
gtogecgete
CGEECGEAcE
ggagegegac
cgecgtgteg
ECEggacacg
cgaccggete
gaaccgcaac

Caaggecese

accaggagca cgaccgeate
ccatcctcgeg cggcaactee

CCaacgecag cgacccgage
CEcgeggacga gaagttcgge
ccatcacgeca gggeateetg
tcgacteott ccaggacate
ccgecctgga geagoctocgt
tcgecegcea ctocctectt
cgtggaggac cgacgaggag
tcacgegtet cacggagttc
acaccagcac catcacggeg
aggcgetgega aagcaacagg
teatcgacgt caacaacctg
tecgcgecea cggcaggcte
gecggccttac cacggeecaag
gctegetete ggagctegec
tcgtcagecca ctgatacgtt
ctgatcgaaa tatgattgat
ttegtgatet cgacgaaccg
ccgcactacc gegacaccat
gecgecatet tcgapatgac
gtgtacaagg actggaagtt
atggegegteg aggaccegte
tacgecegogs acgggctgec
gecatectact acccgaacga
aaggagacgc gegaggtcee
caaagtgtge cegagcteec
catgcggecag tcaacttegg
gtgageocgge gecgeatgce
ccggagegee cetteatcca
ctgctggagg tgetgtegaa
ccggagtgea coteggacce
gtggagatcg agagraaget
gecccggcta agtttocecta
gctgccgegee ttaccgccaa

600
660

120

180

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800
1860

1920
1980
2040
2100
2160

2220
2280

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2668
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<400> 11
cacgtegecg
gaccggecta
cacacatcca
tgaaagegag
acggegecga
ctggacctca
ggcgteacct
ccgeccttet
atggatggat
tttacctgae
gcgcaccaga
gacacgtcaa
ctaaagcaca
aaaacaacge
cgggeettge
taagtaaact
geaageteee
CEEEgBAEtC
gegecategt
acgacgtece
ccgecaacta
ctttcctete
aggacaatag
cgtettegta
accgtggcac
attegttttca
taattattge
catatctoga
aaacctttcet
aaacaaaatc
agatcgtata
gotecacact
gacpacgage
cgcatctacc
aactccgace
ccgageoteg
tteggecace
atcctgecgg

tcegatccat
taaattgcce
tottecactga
E3gageaLec
acaagagege
acgacttogg
gecagettat
cctctgttta
gtptotegat
catggegcata
ccacgcagag
aagcaacaca
aagacgtaag
tgeaagagag
tetttgecca
aagcatgtea
CBCERAgECE
caagttegge
cgtcaacaac
CEECCECagc
ccgatacage
cttteatttt
atgatgaget
gaaaaggata
cetgecagcs
tgaataaact
ataccaaaac
cgtaagatca
tcattcctaa
agtggatete
ttttgocaacg
cgcagacgta
tceggaacet
gctacgacgt
acccttaccc
agagceogect
tcaagacgte

ccgtgegeac

ctctccaaag
geaccgaget
aaagtgaaaa
caagaacaag
ccgectcaag
cgecaccatc
cagctccace
caagatatag
cggctaaaga
tgccatcgaa
caccggatge
acaagcaage
agcaagcaca
agagaaggaa
acaattaatc
tatgagaagsg
gagctggage
ctcacctteg
taccacagct
gecaacctcea
cgegtettet
caccgectte
ageagtgett
tegtttgete
tggtagetea
ttttaaggat
gattaaatta
atgatatagt
atataagaca
tctatgcatt
gageggagtaa
cctgccgage
gcgtgecgac
ctacaacgac
ECECCBCEEC
gtcgotecte
cgacttcctg
ctacgtggac
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cCgagcgcea
goaageagcet
acagtgtget
atgetgotgg
gecacggtee
atcgacggca
geecgtegace
tatttctttc
agataggata
aaaagagaca
tcgagacaaa
acggcacgte
caatcagcag
ggaagtagta
aagcaggegta
tacgtggtee
agtgggtgac

actgggaget
ccgagtteet

cecttegtege
tcgeccaacga
gtcattcatg
accacttage
cagatcgaca
aaataactgt
gtegtctagee
agcataaaaa
atttagatat
tttgtaagat
cattatgtag
aacataactt
cagatgeccge
gaccagcagg
ctcggcgagg
CECACcEgage
gagcagatct
gectactcea

accacccoog

GacCacCEEE
cctcacacac
geteccattg
gagggeteat
tgcteatgcg
tcggegagtt
aaggtaatca
gtetgggcce
gotageocotg
acagcatgea

gcaacacaac

aaaagcaaca
goetataaaca
gccatgaaaa
cgtggeatgt
tgcagacaac
gagcctgeceg
geagaagete
gcttaaaacc
caactcateg
cgtecgtega
gtcgatcatt
agtacgtaca
caagattgaa
tgcacggate
acatctagat
gaaaaggaaa
gcaatattta
ttcactateg
tctataataa
tttaatagta
cggegetgaa
gecegtacca
gecgeccecat
gcaagcccaa
acgtgcogeg
tcaaggccat

gegagttcga

aCcCEEacceg
actcacgcaa
gttggageag
cgacaccctc
caagaacgtg
ccteggcaag
ctaccctect
goggccatgg
geceggtegte
tgcatggtec
aagcaaggac
caaacctaaa
gtigtcatca
attaaatcac
atagttettg
gecegtegeg
tcgctgacga
geestgccgs
atcaccctce
atctaccceg
ttttectcta
aagtettgee
ttatttatte
tgaaagttegc
cacccacatg
geatgtcaca
aaaatactca
tcttacatct
acaacatacg
aatctttaaa
atgttgcacg
geegtaccege
ggagcacgac
CGLCEECERC
GECCagcgac
EBacgagaag
CacECagEEs

ctecttccag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gacatcatca
ctcegtaage
ctgottaage
gaggagttcg
gteagtecage
tottgatttg
aagtagtotg
agagaagaac
actatgattt
ttegatgoteg
caggctgtac
cctgcecgec
gctcacgecg
caagagcaag
CECCaA3EBECT
cgttetecac
tgattgaaac
accggcacct
ccatgaccat
teacgptett
agttcaccga
atgaatgtegt
cagggecatg
ctacccgtac
gtacctegee
gtegtgeaag
caagatgcaa
gecgotegcat
gecgacgete
ECECEACCLE
cgtetoecte
gEacacECCE
ccgectegte
CCgCaacgec
gegcgccget

gecatcggca

acctctatga
agttcecget
tcceegtece
cacgggaggt
gattatttgt
cgttgggteg
gaccctagca
ctcgaggece
acctaggagt
ccgatcaagt
atccttgatc
aacttcatet
ctecgecateg
gtttacacge
tacgtcgece
ggtegatgte
gegeaggeteg
tagcgtgacg
caacgcgetg
CCCEggcaag
gcagggactg
aaaacaaatt
geggtegage
ECEBCEEacE
atctactace
£agacgcgce
agtgteccee
gegecagtea
2gCCEECECT
gagcgggect
ctegaggtec
gagtggacet
gagatcgaga
ccggetaagt
gecgggctta

acc
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gegcggcate
ccagotcate
ccacatcate
gctegocgge
tcattgtete
catgcacgca
agtttggtga
tcacggteca
aattggtage
gatcgtattg
accatgaccg
acgccacgag
agctgagega
cggtecceag
tcaatgacte
attcagtcag
aacactcacg
cacccggtge
ECgCEECaga
ttegegttgg
ccggacgate
geecgtetee
acecgtegag
gectggcgat
cgaacgacgg
aggtcpgeca
agctggecaa
acttcgggea
geatgeegea
tcatceacac
tgtegaagea
CEEacCcCala
gcaaggtget
ttccctacat

GCgCCaagee

aagctgecca
aaggacctce
caggagaaca
gtcaaccegg
tetatggtat
tgetgeatee
ccacaccagc
gcaggtaatt
tgtagataat
ggtttgaaat
gttcatgeeg
gaccctcttc
geccatcate
cgecteegte
cgggtgecac
tcgatgcaca
cgetgatgga
acaagectget
cgctcatcaa
geatgtcees
tcatcaagag
ctcactgaca
cccgtacaag
cteggcacgee
cetgetgeag
cggcgaccte
gecgtecace
gtacccctac
ECCCgEcacE
catcacgage
ctectecgac
geccctggag
gegecatgaac
getgetctac

catccccaac

aggtgeccge cotgeaggag

tececetcgeg cggcegactee

agcagecgte gaggaccgac

tecatgatcac
ccatggteag
atgcaggagt
accatcacgg
getccaagec
tteggettegt
ttgcaggegc
ttectgatee
ttecetgeges
GaggeCcesce
gaagecteee
cagctegtca
acaactgatc
gocgttegte
gagccegeac
CECCBECEEC
cetegtgtac
gtacgtacct
geaacgtegt
gtecegttec
attgagcagt
gecgatacge
aaggacgece
accatcatct
gogeegttee
gaggagtacg
cagatccaga
gagectgtace
gtgttcaage
catgacccgg
cccaacacct

agcatctcca

gegtetcacg
aaagtgcaga
tceceogccaaa
CEgagcacat
atcgacatca
tgcaattaat
tggaaagecaa
acgtcaacaa
gcgacggoeag
ttaccacgge
tetgggagot
gccactgata
gaaatatgat
atctegacga
taccgegaca
atcttcgaga
aaggactgga
getaaatett
aaaaaaaatg
tegtgtegga
acgtgagega
aggtgcaggc
catgegtggce
geatcgesgte
tecccgaaceg
cgeagetgea
ccatcatcge
tegggeages
gettcagcga
agotcaagaa
ccgaccacaa

tctaatttaa

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4393
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