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TP G3#-03

JaCmen s nizkou aktivitou lipoxygenazy 1
Tato prihlaska bola podana ako PCT medzinarodna prihlaska vynalezu

v mene Carlsberg Research Laboratory, Danskej spolognosti, 22. januara 2001,

priCcom boli dezignované vsetky krajiny.

Oblast’ techniky

Vynalez spada do oblasti rastlinnej biotechnolodgie. Konkrétnejsie, vynalez sa
tyka mutantného génu jamennej lipoxygenazy 1 (lox-1), ktory koéduje enzym so
znacne zniZenou aktivitou vytvarania kyseliny 9-hydroperoxyoktadekanovu. Vynalez
sa tyka aj pouZitia kultivarov jaémena, ktoré st homozygotné pre lox-1, v procesoch
varenia, aby sa znizilo vytvaranie neZiadtcich chuti v pripravenych produktoch, ako

napriklad v pive, v priebehu uskiadfiovania.

Doterajsi stav techniky

Lipoxygenazy su rodinou enzymov (EC 1.13.11.12), ktoré katalyzuju
dioxidaciu vofnych a esterifikovanych poly-nenasytenych mastnych kyselin
zahfnajucich  1(Z),4(Z)-pentadiénova  konfiguraciu. Produkty lipoxygenazou
katalyzovanych reakcii boli dlho povazované za hlavného vinnika objavovania sa
stuchnutej vone v rastlinnych zrnach/semenach a v potravinarskych produktoch
odvodenych od tychto zfn/semien (Robinson a dalsi, 1995, Food Chem., 54: 33-43).
Lipoxygenazy sa podielali na produkcii prchavych hexanalaldehydov generovanych
v priebehu spracovania séje, ktoré maju neZelatelnt arému, obmedzujlcu pouZitie
sojovych proteinov v potravinarskych produktoch. Tri lipoxygenazové izozymy
exprimované v séjovych semenach si povazované za podielajice sa na lipidovej
oxidacii a na vytvarani hexanalu. Sojové mutanty, ktorym chyba jeden alebo viacero
z tychto izozymov, boli generované s ciefom zniZzit vytvaranie hexanalu a zlep$it ich

chutovud stabilitu. Uspech tohto pristupu bol hodnoteny v Hildebrand a dalsi, 1990,




J. Agric. Food Chem. 38: 1934-1936. Mutanty bez sojovéj lipoxygenazy 3
produkovali vy3$ie hladiny hexanalu, ¢o naznacuje, Ze tento izozym presmerGva 13-
hydroxyperoxyoktadekanoidy,  produkovane lipidovou oxidaciou, smerom
k neprchavym produktom. Polny pokus s trojitymi nulovymi séjovymi liniami, ktorym
chybali véetky tri semenné lipoxygenazy, ukazal, Ze tieto enzymy nie su nevyhnutne
pre normalne agronomické vlastnosti a vlastnosti semena (Narvel a dalsi, 1998,
Crop Sci. 38: 926-928).

Lipoxygenazy sa podielali aj na generovani neziaducich chuti v ryzi, ktoré sa
moézu vyskytnat v priebehu skladovania zfn. V skladovanych zrnach je mozneé
detegovat uvolfovanie volnych mastnych kyselin, ¢o indikuje metabolizovanie
triglyceridovych zasob. Zistilo sa, ze varieta ryZze Daw Dam akumuluje niZSie hladiny
pentanalov a hexanalov, z €oho vyplyva lep8ia chutova stabilita pri uskladovani
(Susuki a dalsi, 1999, J. Agric. Food Chem., 47: 1119-1124). Zelatelny fenotyp sa
pristdil absencii ryZzovej lipoxygenazy-3, ktora oxiduje nenasytené lipidoveé acylové
retazce, aby sa vytvorili 9-hydroxyperoxyoktadekanové pozi¢né izomeéry.

Je dokazané, Ze lipoxygenazova draha je komplex s mnohymi vetvami a jej
Uloha v pocetnych aspektoch rastlinného rastu a fyziolégie nie je plne pochopena.
Modifikacie lipoxygenazove] drahy, ktoré menia 9-hydroperoxidaénu aktivitu
v obilninach, sU navrhnuté na regulaciu ich nachyinosti na kontaminaciu
mykotoxinom prostrednictvom Aspergillus spp. (WO 97/26364), €o je v sulade so
zahrnutim tejto drahy v rezistencii rastlin voCi patogénom, ale netyka sa to ciefov tu
opisaného vynalezu.

Spomedzi mnohych aromatickych prchavych latok, ktoré sa podielaju na
chuti piva, maju najma vyssie nenasytene aldehydy so 6-12 uhlikovym retazcom
nizke organoleptické chutové prahy (Meilgard 1975, MBAA Tech. Qart. 12: 151-
168). Trans-2-nonenal, ktory je Clenom tejto skupiny, ma aj extrémne nizky chutovy
prah 0,11 ppb, aj sa podiela na neprijemnej slamovej, ,lepenkovej* chuti piva.
Charakteristickda neziadica chut spdsobena ftrans-2-nonenalom je zvycajnou
charakteristikou piv uskladiovanych 1 az 3 mesiace alebo dlh3ie, najma je Skodliva
pre chut leziakového piva, ktoré je varené so svetlymi sladmi a ma delikatnu chut.

O sirane je uz dlho zname, Ze zlepSuje chutovu stabilitu piva, nie len

prostrednictvom viazania kyslika a G¢inkovanim ako anti-oxidant, ale aj vytvaranim



prchavych bisulfidovych adi¢nych zli¢enin s aldehydmi a ketdnmi nachadzajicimi
sa v pive. Dvoma hlavnymi zdrojmi siranu v pive su siran produkovany kvasinkami
v priebehu fermentacie prostrednictvom siranovej asimilaénej drahy, a druhou je
siran pridavany do piva pred balenim. Fermentatné podmienky, ktoré zlep$uju
produkciu a vleéovanie siranu  kvasinkami, umozni vytvaranie siranovo
karbonylovych aduktov z karbonylov nachadzajucich sa v slade a bude zabranovat
ich dalSiemu metabolizovaniu kvasinkami (Dufour 1991, Proc. Eur. Brew. Conv.
Congr., Lisbon, str. 209-216). Tymto spdésobom sa karbonyly, ako napriklad
acetaldehyd a diacetyl, méZu preniest do piva. Schopnost siranu zabranit objaveniu
sa karbonylovej zlGeniny trans-2-nonenalu v priebehu zretia piva bola
demonsétrovana prostrednictvom varenia piva s kvasinkovym kmefiom, v ktorom
bola blokovana siranova asimilatna draha (Johannesen a dalsi, 1999, Proc. Eur.
Brew. Conv. Congr., Nice, str. 655-662). Po naliati do flia8 sa pivo podrobilo
urychlenému zretiu jeho uskladnenim pri 37 °C po€as 7 dni, a potom sa zistilo, Ze
hladiny trans-2-nonenalu boli dost vysoko nad chutovym prahom. Ak sa pridalo 10
ppm siranu do piva s nizkou hladinou siranu tesne pred nalievanim do flias, bolo
objavenie sa trans-2-nonenalu v priebehu urychleného zretia vyznamne znizené.
Reakcia medzi siranom a karbonylovymi zlG€eninami je reverzibilna a pod
termodynamickou a kinetickou kontrolou. Rovnovazne konstanty pre bisulfidove
zluéeniny s zjavne v rozsahu od 10 M pre karbonylové zlG&eniny, ako napriklad
acetaldehyd, hexanal a dekanal, do 1073 pri diacetyl a pyruvat (Dufour 1991, supra).
V priebehu skladovania piva umozni vymena plynov cez balenie vstup kyslika do
piva a siran sa strati, takZe slabsie bisulfidové adukty buda disociovat, o umozni
volnym karbonylom objavit sa v pive. Hoci siran neodskriepitefne posiffiuje chutovi
stabilitu piva, najma kratkodobo, jeho zadrZiavanie v zabalenom pive je silne zavislé
na vymene plynov cez balenie a na teplote. V kone¢nom pive su prirodzené hiadiny
siranu produkovaného v priebehu fermentacie variabilné a pridanie siranu pred
napifianim do flia§ nie je univerzaine akceptovanou praxou. Z tychto dévodov
samotny siran neposkytuje spofahlivy spésob na zlepSenie dlhodobej chutove;
stability piva v roznych podmienkach skladovania piva na svete.

VSeobecne sa akceptuje, Ze trans-2-nonenal nachadzajuci sa v pive vedie

k oxidacii polynenasytenych mastnych kyselin odvodenych od lipidov v jaémennych




zrnach, kde sU najviac zastipené mastné kyseliny s retazcami s 18 uhlikmi a
kyselina linolénova (klasifikovana ako 18:2, n-6 polynenasytend mastna kyselina
(Broun, Gettner a Sommerville 1999, Annu. Rev. Nutr. 19: 197-216)). AvSak
v literatdre je len maly konsenzus €o sa tyka mechanizmu ktorym sa vytvara trans-
2-nonenal. Bola navrhnuta pritomnost enzymatickej drahy veducej k vytvaraniu
trans-2-nonenalu z polynenasytenych mastnych kyselin, ale jednotlivé enzymatické
kroky neboli nikdy experimentalne demonstrované v jaCmennych zrnach alebo
v priebehu sladového procesu (Gardner 1988, Adv. Cereal Sci. Technol. 9: 161-
215). Na kontrolu vytvarania neziaducej chuti bol navrhnuty koncept pouzitia anti-
sense alebo kosupresnej génovej technoldgie na redukciu hladin lipoxygenazy-1
vjatmennom zrne atym na Kontrolu 9-hydroperoxidacie a na znizenie hladin
aldehydu a alkoholu v kone¢nom jatmennom zrne, ale vysledky takéhoto pristupu
neboli zverejnené (McElroy a Jacobsen, 1995, Bio/Technology 13: 245-249),
Vyvinul sa test urychlovania ako spdsob hodnotenia trans-2-nonenalového
potencialu piva, v ktorom sa indukuje vytvaranie trans-2-nonenaiu v slade alebo
v pive vystavenim vzoriek zvySenym teplotam pri znizenom pH (100 °C, pri pH 4,0,
2 hodiny). Pokusy korelovat trans-2-nonenalovy potencial v slade a vo finalnom pive
s celkovou uroviiou lipoxygenazovej aktivity v suSenom slade indikovali, Ze
lipoxygenaza sa mdze podiefat na objaveni sa trans-2-nonenalu v starSom pive
(Drost a dalsi, 1990, J. Am. Soc. Brew. Chem. 48: 124-131). Av8ak zavery, ktoré je
mozné odvodit z tejto Stadie su velmi limitované skuto€nostou, Ze lipoxygenazova
aktivita vjaCmennom slade bola regulovana na konci sladového procesu
prostrednictvom stupna enzymaticke] inaktivacie v priebehu susenia v susiarni.
TakZe sa skumal len vplyv zvyskovej sladovej lipoxygenazovej aktivity na potencidl
trans-2-nonenalu v derivovanom slade a vo findlnom pive. Stidia nebola schopna
zhodnotit’ lipoxygenazy, ktoré katalyzuju prvy krok v lipoxygenazove] enzymatickej
drahe v jamennom zrne v priebehu vyvoja a sladového procesu a ich Ulohu ako
determinantov hiadin frans-2-nonenalu nachadzajucich sa v pive. V skutonosti
absencia jaCmennych Kkultivarov deficientnych v jednom alebo viacerych
lipoxygenazovych izoenzymoch znemoznila poskytnutie presveddivého ddkazu
ulohy v lipoxygenazovej drahe v jatmennom slade pri kontrole vytvarania tras-2-

nonenalu. Takéto experimenty su potrebné na zhodnotenie podielu enzymaticke;j



drahy, v porovnani s auto-oxidativnou/chemickou drahou, na vytvarani trans-2-
nonenalu v pive. Pripravny proces zahffia krok varenia sladu pri vysoke; teplote, kde
sa predpoklada, ze nastavaju tieto neenzymatické reakcie (Noel a dali, 1999, J.
Agric. Food Chem. 47: 4323-4326).

Podstata vynalezu

Tento vynalez poskytuje kultivar jaémena, ktory ma znaéne zniZzenu aktivitu
lipoxygenazy-1. V jednom uskutoneni jatmenné rastliny podla vynalezu obsahuiju
mutantny Jox-71 gén exprimujaci znaCne znizené hladiny izoenzymu lipoxygenazy-1.
V alternativnom  uskutoéneni  jamenné rastliny obsahuji  heterolégnu
nukleokyselinovu sekvenciu exprimujicu antisense sekvenciu $tandardného lox-1,
¢im sa zniZuje enzymaticka aktivita.

Ako je tu ukazane, slad a sladina vyrabané z jaCmena so znizenou aktivitou
lipoxygenazy podla vynalezu, napriklad zjaCmennych kultivarov homozygotnych
v mutantnom /ox-71 géne, su uZito€né na vyrobu piva, ktoré ma vyznamne zlep$end
chutovu stabilitu a znizené hladiny frans-2-nonenalu, najma v podmienkach,
o ktorych je zname, Ze podporuju objavenie sa T2N. Vynalez demonstruje korelaciu
medzi aktivitou jaCmennej sladovej lipoxygenazy-1 pri produkcii kyseliny 9-
hydroxyperoxy-oktadekadiénovej (9-HPOD) a pritomnostou trans-2-nonenalu
v pive. Vynalez dalej demonstruje, Ze pouzZitie jaémena homozygotného pre
mutantny Jlox-1 gén v pripravhom procese zlepSuje chutovu stabilitu piva, tak
v priebehu uskladfiovania, ako aj pri vystaveni zvySenym skladovacim teplotam.
Tieto vlastnosti zlep3uju kvalitu piva a s0 uzitoéné na predlZovania: trvanlivosti
a znizuju potrebu chladit' pivo v priebehu transportu a skladovania.

Vynélez poskytuje rastliny jaémena aich Casti, ktoré maju znizent aktivitu
lipoxygenazy-1, vratane rastlin jamena exprimujucich LOX-1 protein, ako je tu
opisany, ako aj spésoby vyroby takychto rastlin jaémena, ¢asti rastlin, rastlinnych
produktov a najmé sladovych a pivovych produktov vyrabanych z rastlin jatmena

podla vynalezu.




Struény prehlad obrazkov

Obrazok 1 predstavuje graf znazoriujuci vplyv inhibitora, Kkyseliny
nordihydroguaiaretovej (NDGA), na aktivitu imuno-afinitne purifikovanych
lipoxygenaz 1 a 2 z embryi trojdfiovych kliciacich jamennych zfn.

Obrazok 2 predstavuje graf znazornujaci Cerstvud hmotnost vyvijajlceho sa
zrna linie G acv Vintage od 5 dni po kvitnuti do upinej zrelosti (FM). Kazdé
stanovenie predstavuje priemer hmotnosti jediného zrna zo 6 kiasov.

Obrazok 3 predstavuje graf znazorfiujuci sucht hmotnost vyvijajuceho sa
zrna linie G acv Vintage od 5 dni po kvitnuti do Uplnej zrelosti (FM). Kazdé
stanovenie predstavuje priemerni hmotnost jedného zrna z troch vzoriek po 5 zin.

Obrazok 4 predstavuje graf znazorfiujuci celkovu lipoxygenazovi aktivitu vo
vyvijajicom sa zrne linie G a cv Vintage od 5 dni po kvitnuti do uplinej zrelosti (FM).

Obrazok 5 predstavuje graf znazorfiujuci 9- a 13-HPOD produkty oxidacie
kyseliny linolénovej prostrednictvom lipoxygenazovej aktivity vo vyvijajicom sa zrne
tinie G.

Obrazok 6 predstavuje graf znazoriujuci celkovlu lipoxygenazova aktivitu
v embryach KliCiacich zfn linie G a cv Vintage vyjadrend v umol/min/10 embryi (U/10
embryi).

Obrazok 7 predstavuje graf znazoriujuci 9-HPOD a 13-HPOD produkty
oxidacie kyseliny linolénovej prostrednictvom lipoxygenazovej aktivity v embryach
kliiacich zfn linie G a cv Vintage, znazorfiujuc hladiny 9-HPOD a 13-HPOD.

Obrazok 8 predstavuje Western blot znazornujuci imunodetekciu lipogenazy
1 v embryach vyvijajuceho sa zrna linie G a cv Vintage (wt) od 5 dni po kvitnuti do
uplnej zrelosti (FM).

Obrazok 9 predstavuje Western blot znazoriujici imunodetekciu
lipoxygenazy 1 v embryach zfn linie G a cv Vintage (8tandard) kli¢iacich 0 az 6 dni.

Obrazok 10 prestavuje Northern blot, pri ktorom bola pouzitd sonda s 3’
netranskribovanou oblastou /ox-T cDNA, a znazorniuje lipoxygenazové 1 transkripty
detegovaneé vo vyvijajucich sa zrnach linie G a cv Vintage (Standard) od piatich dni

po kvitnuti do Uplnej zrelosti (FM).



Obrazok 11 prestavuje Northern blot, pri ktorom bola pouZita sonda s 3'
netranskribovanou oblastou lox-7 cDNA, a znazoriiuje lipoxygenazové 1 transkripty
detegovane v embryéach vyvijajacich sa zfn linie G a cv Vintage ($tandard) kligiacich
0 az 6 dni.

Obrazky 12A aZz 12G predstavuji zoradenie nukleotidovych sekvencii
prométorovej a transkribovanej oblasti /lox-1 Standardnej cv Vintage alely (WT)
alinie G alely (LG). V génovych sekvenciach su transkripéné $tartovacie miesto
(+1), ATG Startovaci kodon (+69) atranslacny stop kodén (+4231) poddiarknuté.
Nukleotidové mutacie identifikované v linia G alele su vytlaGené hrubou kurzivou
a su oznacené hviezdickou.

Obrazok 13 je schematickym znazornenim lox-7 génu cv Vintage ($tandard)
a mutantného /ox-1 génu linie G. Transkript od +1 do +4375 je zloZzeny zo 7 exénov
(bodkované obdlzniky) a 6 intrénov (biele obdizniky). Oznadené st dve mutacie
v lox-1 géne.

Obrazok 14 predstavuje schematické znazornenie génovych kaziet na
prechodni expresiu Standardnej lox-1 cDNA a lox-1 génu a mutantného lox-1 génu
zlinie G. Sekvencie klonujuce lipoxygenazu boli kionované medzi konstitutivny
kukuriény ubiquitinovy prométor s intrébnom 1 (Ubi-1) a nos terminator.

Obrazok 15 predstavuje stlpcovy graf znazorfiujlci aktivitu lipoxygenazy 1
v jaCmennych aleurdnovych protoplastoch transfekovanych s génovymi kazetami
obsahujucimi Standardna lox-1 cDNA; mutatny lox-1 gén z linie G; $tandardny lox-1
géen; akontrolny GUS reporterovy gén. Lipoxygenazova aktivita v extraktoch
transfekovanych  protoplastov sa  testovala v mikrotitraénych  platniach
prostrednictvom oxidacie Kl a kvantifikovala sa spektrofotometricky. Aktivita
lipoxygenazy 1 sa \)yjadrila ako jednotky na pg proteinu v extrakte a je znazornena
ako priemer 3 merani z 2 replikacnych testov.

Obrazok 16 predstavuje zoradenie sekvencii demonstrujlce, 2e RFLP medzi
Standardnym a mutantnym /lox-7 génom je spOsobeny bodovou mutaciou
v nukleotide 2347, ktora vytvara dalSie Aatll restrikéné miesto.

Obrazok 17 predstavuje schematické znazornenie lox-1 PCR fragmentov
amplifikovanych a Stiepenych v polymerazovej retazovej reakcii — testom $tiepenia

amplifikovaného polymorfného miesta (PCR-CAPS). Polohy PCR primerov sl




oznatené Sipkami a Aafll miesta sU znazornené nad génom (ako sekventna
poloha). Exénové a intrénové oblasti vo vnatri PCR produktu su rozliSené ako
bodkované obdizniky, respektive ako biele obdizniky, a si uvedené velkosti Aatll
Stiepnych fragmentov.

Obrazok 18 predstavuje elektroforeticky agarbézovy gél znazoriujuci /ox-1
PCR fragmenty (652 bp) amplifikované v prvom kroku PCR-CAPS testu z linie G
a z cv Vintage genomickej DNA.

Obrazok 19 predstavuje elektroforeticky agardzovy geél znazoriujuci RFLP
detegované prostrednictvom PCR-CAPS v Standardnom a v mutantnom /ox-7 géne.
Aatll §tiepne fragmenty mutantného génu zahinaju jediny 313bp restrikény fragment
oznaceny hviezdickou.

Obrazok 20 predstavuje tabulku znazorfujucu program na spatné krizenie
pre jediny recesivny génovy par I/ (znak nizkej aktivity lipoxygenazy) linie G s cv
Alexis. LL genotyp su rastliny exprimujuce Standardnu lipoxygenazovu aktivitu
(dominantna alela), // genotyp su rastliny exprimujuce nizku lipoxygenazovu aktivitu
(recesivna alela). L/ su heterozygotné rastliny obsahujuce tak Standardnu alelu, ako
aj alelu pre nizku lipoxygenazovu aktivitu. Po kazdom kole spétného krizenia
(vratane samoopelenia) sa o¢akava, Ze Il potomstvo predstavuje 25 % potomstva.
Uvedené su pozorované frekvencie nizkej lipoxygenazovej aktivity. Vypocitané cv
Alexis genetické pozadie majuce homozygotnu alelu pre nizku aktivitu lipoxygeazy
je oznaCené ako % Alexis.

Obrazok 21 predstavuje elektroforeticky agardzovy gél znazoriujaci PCR-
CAPS detekciu mutantného /ox-7 génu v Il potomstve programu spatného krizenia
linie G — Alexis. PCR-CAPS test genomickej DNA linie G (draha 2), cv Vintage
(draha 3), I/ potomstvo 3. spatného krizenia (draha 4) a 4. spatného krizenia (drahy
5 az 9). DNA rebrik (draha 1). Kontrola, spatne krizena linia s vysokou lox aktivitou
(draha 10).

Obrazky 22A az 22B predstavuju komparativne zoradenie aminokyselinovych
sekvencii sojovych lipoxygendz LOX-1 (Gm1), LOX-2 (Gm2), LOX-3 (Gm3)
a jaémennych lipoxygenaz LOX-1 (Hv1) a LOX-2 (Hv2).



Podrobny opis vynalezu

'V sulade s predmetom vynalezu st poskytnuté rastlinné materialy, rastlinné
produkty a spdsoby na produkciu napoja, ako napriklad piva, ktory ma znizeny
obsah trans-2-nonenalu, zlu€eniny s neZiadicou chutou, takze sa zlepsi chutova
stabilita napoja, napriklad piva, poCas skladovania a vystavenia zvy§enym teplotam,
v porovnani s kontrolnymi napojom. KonkrétnejSie vynalez poskytuje variety, ktorych
vyvijajuce sa akliCiace zrmmo produkuje znalne zniZzenu aktivitu enzymu
lipoxygenazy-1, oznaCeni LOX-1, ktoré, napriklad, ked sa pouziju v procese
varenia piva, vedd k pivu so znizenymi hladinami trans-2-nonenalu, v porovnani
s kontrolnou jaCmennou varietou.

Spbsoby pouZité na generovanie, charakterizaciu a hodnotenie jaémenne;
variety majucej znacne znizenu LOX-1 aktivitu, a pouZitie tohto typu jatmeria na

vyrobu chutovo stabilného piva su opisané nizsie.

1. Definicie

Tak ako sa pouZzivaju tu, maja nasledujice vyrazy uvedené definicie:

,Rastlinna cast” znamena rastlinu alebo S$pecifickii ¢ast rastliny, ako
napriklad stonku, listy, korene, kvety, semena, zrnd, plody alebo puky.

,LOX-1“ znamena lipoxygenazovy —1 protein; ,lox-1* znamena gén kbdujuci
LOX-1.

Mutantny jaCmenny Jox-1 znamena mutovany jaémenny gén kodujdci
mutantny lipoxygenazovy 1 polypeptid.

,.Nemutovana kontrola” znamena rastlinu, nukleovu kyselinu, gén, polypeptid,
rastlinnu ¢ast alebo rastlinny produkt obsahujuci Standardny gén alebo protein.

.Heterologny” znamena ini ako nativnu sekvenciu, napr. sekvenciu
odvodenu zinych druhov alebo rekombinantne skonstruovani alebo syntetickd
sekvenciu, ktoré sa liSia od nativnej sekvencie.

.Rastlinny produkt” znamena produkt, ktory je vysledkom spracovania rastliny
alebo rastlinnej Casti, a zahffia napriklad slad a sladinu.

.Kysla aminokyselina“ znamena kyselinu asparagovi alebo glutamovu.
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,Zasaditda aminokyselina® znamena treonin, serin, tyrozin, tryptofan,
asparagin alebo glutamin.

,Uvareny produkt® znamena produkt pripraveny roztlacenim, varenim
a fermentovanim, napr. pivo.

,Redukovany trans-2-nonenal® znamena zniZzeny na menej ako priblizne 50

% v porovnani so §tandardnymi (kontrolnymi) podmienkami.

2. Lipoxygenazova aktivita

Lipoxygenazové enzymy Kkatalyzuji oxidaciu polynenasytenych mastnych
kyselin. V jaémeni st zname izoenzymi LOX-1 a LOX-2. LOX-1 priméarne katalyzuje
9-hydroperoxidaciu, pricom LOX-2 primarne katalyzuje 13-hydroxyperoxidaciu
polynenasytenych oktadekanovych mastnych kyselin. Udaje uvedené v prikladoch,
niz&ie, demonstruju korelaciu medzi aktivitou jatmennej LOX-1 9-hydroperoxidacie
a pritomnostou trans-2-nonenalu v pive. Z toho vyplyva, ze jatmen majuci znizenu
LOX-1 aktivitu je uZito¢ny na vyrobu piva so znizenou hladinou a/alebo potencialom

trans-2-nonenalu v porovnani s kontrolou.

3. Produkcia jacmena s nizkou aktivitou lipoxygenazy

Na produkciu rastlin podla vynalezu, teda na zniZenie exprimovanej aktivity
enzymu lipoxygenazy 1 vjaémennej rastiine stabilnym, dedi¢nym sp&sobom, sa
mozu pouzit rdzne zname geneticke pristupy. Tieto pristupy zahfiaju, ale nie su
obmedzené na antisense technolégiu a mutagenézu, ako napriklad chemicky

a Ziarenim indukovant mutagenézu, ako aj miestne Specificki mutagenézu.

Transformacia jaémena

Jaémen sa moze transformovat roznymi nukleokyselinovymi molekulami
skondtruovanymi na manipulaciu Jox-7 génovej expresie alebo na zmenu
architektiry lox-1 génu. Na uspedné zavedenie nukleovych kyselin do jatmennej
bunky, napriklad do protoplastu, kalusu alebo embrya, mozu byt pouZite rozne
metddy, napriklad transfer sprostredkovany s Agrobacterium tumofaciens (Tingay
a dalsi, 1997, Plant J., 11: 1369-1376), bombardovanie Casticami (Wan a Lemaux,
1994, Plant Physiol., 104: 37-48) alebo prijem DNA sprostredkovany
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polyetylénglykolom (PEG) (Funatsuki a Kihara, 1995, Theor. Appl. Genet., 91:707-
712).

Na pohananie expresie daného génu mbzu byt pouZité rézne promdtory.
Napriklad méZu byt pouzité lox-1 obsahujuce vektory zahffiajuce antisense
sekvencie, nativnu lox-1 promoétorova oblast. Prométorova sekvencia lox-1 je
obsiahnuta v nukleotidoch 2602-3511, ktoré zahffiaji 5’ UTR z EMBL s pristupovym
¢islom U83904. Alternativne mdézu byt pouzité promdtory, ktoré poharnaji expresiu
daného génu konstitutivne, napriklad Ubi 1 kukuri¢ny ubiquitinovy prométor (Wan
a Lemaux, vysSie; Kjaerulff a dal8i, v P. Mathis, vyd. 1995, Photosynthesis: from
Light to Biosphere, zv. Il, 151-154). Expresné vektory mdézZzu obsahovat aj
transkripénu terminacnd oblast, napriklad 3' terminator nopalinového syntazového
génu (3'-nos) (Brevan a dalsi, 1983, Nucl. Acids Res., 11: 369-385) mézZe byt
fuzovany s génmi exprimovanymi v transgénnom jaémeni (Wan a Lemaux, vysSie;
Funatsuki a Kihara, vyssie).

Expresné vektory moézu obsahovat aj gén, ktory umoziiuje selekciu
transformovanych buniek, ked bol vektor ispesne integrovany do bunky. Tieto gény
mbzu kdédovat antibiotikova alebo herbicidovu rezistenciu, napriklad neomycin
fosfotransferazovy (npt) alebo fosfinotrién acetyltransferazovy (bar) gén. Ked sa
exprimuju, takéto rezistenéné gény umoznuju rast transformovanej bunky v médiu
obsahujicom neomycin, respektive bialofos (pozri napriklad Wan a Lemaux, vysSie;
Funatsuki a Kihara, vy3Sie; Kjaerulff a dal$i, v P. Mathis, vysSie).

Po transformacii mézu bunky urCity Cas rast v selektivnych médiach a potom
sa mdZu kultivovat, aby sa umoznilo vytvorenie kliCkov, nasledne korefiovych
systémov a potom rastliniek. Uspe&na procedira na transformaciu jamefa bola
vyvinuta Funatsukim a Kiharom | (vy88ie), kde su vysledkom transformacie
jamennych protoplastov prostrednictvom PEG s expresnymi vektormi obsahujucimi
neomycin fosfotransferdzu a naslednej selekcie v neomycine rastliny, obsahujlice
transgén. Ukazalo sa, Ze transgén sa integruje do genému a vacsina transgénnych
rastlin exprimuje protein kddovany transgénom. Tieto rastliny boli schopné aj
prenasat a exprimovat transgén po krizeniach.

Je zrejmé, Ze rézne metddy transformacie, expresné vektory, promoétory,

selektovatelné markery a podobne, st zname a uZito¢né na transformaciu jacmenia.
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Mutagenéza jaémena

Lox-1 gén mbdZe byt podrobeny miestne Specifickej mutagenéze pouzitim
chimérnych RNA/DNA oligonukieotidov. Ukazalo sa, ze tieto chimérne RNA/DNA
oligonukleotidy UspeSne zavadzaju mutacie do rastlinnych buniek (Zhu a dalsi,
1999, Proc. Natl. Acad. Sci. 96: 8768-8773; a Beetham a dalsi, 1999, Proc. Natl.
Acad. Sci. 96: 8774-8778) a do cicav€ich buniek (Yoon a dalsi, 1999, Proc. Natl.
Acad. Sci. 93: 2071-2076) v pozadovanych lokalitach. Chimérne RNA/DNA
oligonukleotidy sa mézu transformovat do danych jaCmennych protoplastov alebo
buniek réznymi spésobmi, napriklad pouzitim PEG-sprostredkovanej transformacne;j
metddy, alebo transformaénej metddy prostrednictvom bombardovania ¢asticami,
ktoré su opisané vys$Sie. Jednotlivé protoplasty alebo bunky sa potom mozu
regenerovat tkanivovou kultivaciou na kompletné fertilngé rastliny a mutovanie méze
byt potvrdené a sledované napriklad pouZitim pristupu zaloZzeného na PCR, ako
bude podrobne uvedené v niZsie v prikladoch.

Metdda miestne Specifickej mutagenézy mdéze byt pouzZita na mutovanie
$pecifickych zvySkov v lox-1 géne. Lox-1 gén mdze byt mutovany v jednej alebo vo
viacerych nukleotidovych polohach v promotorovej oblasti, aby sa znizila alebo
zrusila lox-1 transkripcia. Specificka mutagenéza sa méze aplikovat aj na zavedenie
zmien do lox-71 koédujucej oblasti, napriklad na znizenie enzymovej aktivity. Takéto
mut4cie zahfnaju, ale nie su obmedzené na inzercie, delécie a substitlcie, ktore
vedd k posunu ramca, skrateniu LOX-1 proteinu a/alebo zmene neutrdinej

a hydrofébnej povahy enzymovej substratovej kavity.

Antisense expresia

Redukcia lox-1 expresie sa mdze dosiahnut' aj prostrednictvom expresie fox-
1 antisense konstruktu vjaémennych bunkach. Metddy na expresiu antisense
konStruktov v jatmeni na zniZzenie expresie cielového proteinu boli zverejnené
naprikiad v Gilpin, M.J. a dal$i, 1998, v Photosynthesis: Mechanisms and Effects,
G. Garab, vyd., zv. |V, 2983-2986; Kjaernulff a dalSi, 1995, v Photosynthesis: from
Light to Biosphere, P. Mathis, vyd., zv. Il, 1561-154).
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Jaémenné bunky sa mbZu transformovat s expresnym konstruktom
obsahujlcim anitsense nukleokyselinovl sekvenciu. Expresny konstrukt produkuje
antisense RNA molekulu schopnl Specificky sa viazat aspori na ¢cast mRNA
produkovanej zo S$tandardného lox-1 génu prostrednictvom komplementarneho
parovania baz, aje schopny prerudit zostrih pre-mRNA alebo translaciu tejto
mRNA. Expresiu antisense nukleokyselinovej sekvencie méze pohanat

konétitutivny alebo tkanivovo/€asovo Specificky prométor.

Chemicka mutagenéza

Chemicky mutagén azid sodny (NaN3) bol bezne pouZivany na mutagenézu
jacmena aje zname, Zze indukuje stabilné mutacie v DNA (kyselina
deoxyribonukleova) sekvencii jaémenného gendému (Olsen a dalsi, 1993, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 90: 8043-8047). Na indukciu DNA mutacii mé2u byt pouzité aj iné
chemické mutagény (Rank, J. a dalsi, 1997, Mutat. Res. 390:121-7), ako napriklad
etylmetansulfonat (EMS), azidoglycerol (AG, 3-azido-1,2-propandiol),
metylnitrozomocCovina (MNU) a hydrazin kyseliny maleinovej (MH), ako aj UV
Ziarenie.

Ako je uvedené niZSie v prikladoch, na zrna jamennych kultivarov (cv
Vintage a Caruso sa podsobilo azidom sodnym a tieto kultivary sa rozmnozZovali

samoopelenim az do 3. generacie (M3).

4. |dentifikacia a selekcia jatmena s nizkou aktivitou lipoxygenazy

Identifikacia a selekcia rastlin jatmena, ktoré maja znizenu lipoxygenazovu
izoenzymovu  aktivitu v zrnach, sa mbze dosiahnut napriklad analyzou
lipoxygenazovej aktivity. Enzymatické testy sa mézu pouzit na determinaciu aktivity
dvoch hlavnych lipoxygenaz, o ktorych je zname, Zze sa nachadzaju bud v zrelych,
alebo v kli¢iacich zrnach, LOX-1, respektive LOX-2.

Jeden selektivny test LOX-1 a LOX-2 je zaloZeny na oxidacii polynenasytene;j
mastnej kyseliny lipoxygenazou ana spektrofotometrickej  detekcii
hydroperoxidového produktu takejto oxidacie. Specificita tohto testu pre LOX-1
vyuziva vyhodu komparativnej necitlivosti LOX-1 voé&i inhibitoru, napriklad NDGA,
vzhladom na LOX-2.
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Selektivny test sa mobZe dosiahnut aj pouzZitim imunoprecipitacie na
selektivne odstranenie LOX-1 alebo LOX-2 ztestu. Specifické anti-LOX-1 a anti-
LOX-2 protilatky, napriklad monoklonalne protilatky, sa mdzu pripravit
z purifikovaného LOX-1 alebo LOX-2, ako je opisané v Holtman a dal$i, 1996,
vyssie.

Tieto testovacie metody sa moézu adaptovat pre mikrotitraéné platriové
testovacie postupy, alebo iné zname opakovacie testovacie formaty s vysokou
ucinnostou, ¢o umozfuje rychli skrining mnohych vzoriek. Tieto testy sa mézu
upravit na skrining klickovych vrcholov kliiacich zfn nedeStruktivnym spdsobom
tak, aby sa sadenice vybrané v skriningu mohli dalej mnozit.

Strata LOX-1 aktivity v domnelych mutantoch sa mdzZe potvrdit testom na
enzymatickl aktivitu. Napriklad, extrakty zin sa modzZu inkubovat s kyselinou
linoleovou a oxidaéné produkty kyseliny linoleovej sa mézu analyzovat napriklad
reverznou fazovou HPLC. Relativne mnozstva 9-HPOD a 13-HPQOD vytvorenych
z kyseliny linoleove] poskytuju mieru LOX-1 aktivity, ktorej hlavnym produktom je 9-
HPOD.

Ako je ukazané nizSie v prikladoch, priblizne 20 000 zfin M3 generacie
mutovaného cv Vintage acv Caruso sa skrinovalo na LOX-1 aLOX-2 aktivitu
oxidacnym testom v pritomnosti inhibitora a aj prostrednictvom imunoprecipitacnych
testov. Pouzitim tychto skriningovych metdd sa nasiel mutant v cv Vintage majuci
velmi redukovanu LOX-1 aktivitu a oznacil sa linia G. Mutantny fenotyp sa dedil
v M4 a M5 generacii.

Semena produkované jaémeriom linie G sa ulozili 4. januara, 2001 v National
Collections of Industrial, Food and Marine Bacteria (NCIMB), 23 St. Machar Drive,
Aberdeen, AB243RY, Skotsko, UK, vsulade s Budapestianskou dohodou pod
pristupovym €isilom: NCIMB 41078.

5. Genetické sekvencie

Presny opis genotypovej zmeny, ktora je zodpovedna za fenotyp nizkej
lipoxygenazovej aktivity v jatmennych rastlinadch podlfa vynalezu, je uZitoCny na
identifikaciu rastlin majucich tato geneticki zmenu a na vkrizenie tejto genetickej

vlastnosti do inych jaémennych kultivarov v sfachtitelskom programe. R6zne zname
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molekularne a biochemické metddy mézu byt pouZité na determinaciu genetickych
zakladov fenotypu s nizkou lipoxygenazovou aktivitou.

Je vo vSeobecnosti akceptovane, ze tak cis-ucinkujuce, ako aj trans-
ucinkujuce genetické sekvencie moézu determinovat expresiu daného génu
v gendme a aktivitu génového produktu. Riadiace body v génovej expresii zahfiiaju
regulaciu ¢asovania, tkanivovej Specificity a rychlosti génovej transkripcie, stabilitu
transkriptu a rychlost’ translacie transkriptu. Tak Grovef génovej expresie, ako aj
stabilita a Specificka aktivita kdédovaného enzymu budld determinovat Uroven
enzymovej aktivity detegovanej v tkanive.

Zmeny vrastlinnej génove] sekvencii sa mo6Zu determinovat DNA
sekvenovanim znamych relevantnych Casti gendmu, zatial ¢o Northern analyza
poskytuje nastroj na monitorovanie hladin stabilnych transkriptov v danom
rastlinnom tkanive. Enzym exprimovany v rastlinnom tkanive sa moéze hodnotit
prostrednictvom extrahovania enzymu z tkaniva a merania enzymatickej aktivity.

Ako je ukazané nizsie v prikladoch, identita genetickych zmien, ktoré
determinuju fenotyp mutantnej linie G s nizkou aktivitou lipoxygenazy indukovany
v cv Vintage, sa determinovala nasledujucim spdsobom. Strukturalny gén kodujuci
LOX-1 protein tak v rodiovskom cv Vintage, ako aj vlinii G, sa amplifikoval
polymerazovou retazovou reakciou (PCR) a protipradové prométorové sekvencie,
ktoré reguluju expresiu génu, ako aj cela kédujuca sekvencia obsahujlca intronové
a exdbnové sekvencie sa sekvenovali.

Porovnanie nukleotidovych sekvencii lox-1 génu z linie G a zo §tandardného
cv Vintage odhalilo 2 nukleotidové substiticie v 2 exénoch, z ktorych jedna (v
polohe +2347) viedla k nekonzervativnej aminokyselinovej substitucii (glycin®®® —
aspartat) v exprimovanom proteine. o

Obrazok 22 =znazoriluje zoradenie soéjovych (Gm: Glycine max. L)
lipoxygenaz LOX1 (pristup. ¢. P08170), LOX2 (pristup. ¢. P08170), LOX3 (pristup.
¢. AAB41272) a jaémennych (hv: Hordeum vulgare) lipoxygenaz LOX1 (pristup. ¢.
P29114) a LOX2 (pristup. €. AAB70865.1). Konzervativne aminokyselinové zvy$ky
a konzervativne substiticie nabitych zvySkov su vytlaéené tuéne. Nad zoradenim su
oznalené sekundarne Struktdry LOX3 zo séje Glycine max, kde H = alfa zavitnice

a E = beta vlakna, a zvy3ky relevantné pre funkciu enzymu (oznacéené hviezdi¢kou
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alebo plnym krizkom) s znazornené ako je opisané v Skrzypczak-Jankun a dalsi,
1997, Proteins 29:15-31.

Aminokyselinové zvysky, ktoré sa podiefaji na viazani iného ako
hemoglobinového Zeleza, alebo ktoré su nevyhnutné pre katalyzu (*) s6jovej LOX3,
zahffiaja: Hsys, Hsas, Hzog [N atomy]; Nz1s, lgsz. Ekvivalentné zvySky v jaémenne;
LOX1 sU Hsi7, Hs22, Hzos, N712 @ lgea. Zvy$kami v séjovej LOX3 s predpokladanou
ulohou pri katalyze (*) su: Hzes, Hsa1, Hrze, Fass, Fara, Fr14, Wsig, Rss2, Rr2e, D7ss,
Dy79, Ko7s. Ekvivalentnymi zvySkami v jaCmennej LOX1 st: Hagq, Hsi2, Hrzs, Fosg,
Fas7, F713, Ws1s, Rss1, Ryas, Dr7s @ Kara.

Prolinové (Pegs, 109, 167, 171, 223, 234, 291, 311, 324, 343, 345, 371, 381, 382, 426, 541, 548, 600, 616.
627, 685, 726, 734, 788, 829, 833, 839, 857) @ Glycinoveé (Gag, 67,68, 70, 91, 107, 137, 187, 192, 210, 217, 218, 260,
306, 307, 336, 392, 409, 458, 474, 490, 569, 607, 674, 676, 720, 736, 783, 828, 850, 855) ZVYSKY (+) umiestnené
v slu¢kach av helixovych  krycich polohach v proteinovych sekundarnych
§truktGrach, mozu ulahCovat ostré otocky a skladanie peptidovej kostry.

Zo zoradenia pribuznych rastlinnych lipoxygenaz vyplynulo, Ze glycin 368
v jatmennej LOX-1 je silne konzervativny. Navyse, tento zvySok, ktory zodpoveda
glycinu 353 v séjovej LOX-1, je jednym z 35 vysoko konzervativhych zvySkov
z celkovo 58 zvySkov, ktoré lemuju substratovl dutinu Il enzymu, ako je vidiet
z krystalovej Struktury. Tieto konzervativne zvySky su zvyraznené (boxy) v zoradeni
rastlinnych lipoxygenazovych sekvencii znazornenych na obrazku 22 (Minor a dalsi,
1996, Biochemistry 35: 10687-10701) a zahffaju nasledujuce jacmenné LOX-1
zvySky: Yaaa, Loss, Wass, Gaes, Vasa, Navzo, 374, Laza, Lage, Kso1, Asos, Vsos, Dsos, Ssos,
Hs12, Qs13, Ls1a, Hs17, Ws1s, Hsaz, lsss, Lsss, Aseo, Lses, lses, ls70, Tsza, Sses, Qrs, Y71s,
N724, R72s, P26, T727, L772 @ lgs2.VSetky okrem 7 z 35 konzervativnych zvySkov su
neutralne alebo hydrofébne zvysky. Je pravdepodobné, Ze substitlicia nabitého
zvySku v polohe glycin 368 v jaémeni alebo iného konzervativnheho neutralneho
alebo hydrofobneho zvySku lemujuceho substratovd dutinu Il porusi Strukturéine
a funk&né vlastnosti enzymu. G—-»D168 mutacia vjatmennej LOX1(e) linie G je
lokalizovana medzi alfa zavitnicou H6 a beta vlaknom E12.

Ako je znazornené na obrazku 22, lipoxygenazova rodina enzymov zdiela
vysoky stuperi sekvencnej konzervativnosti, ktor4 sa odraZa v konzervativne;

sekundarnej Strukture determinovanej pre niekolko ¢lenov rastlinnej lipoxygenazovej
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rodiny vratane sojovej LOX1 a LOX3 (Skrzypczak-Jankum a dal$i, 1997, vyssie).
Jadmenna LOX1 zdiela 56,9% sekvenénu identitu a 67,8% sekvenéna podobnost
so sojovou LOX3. Niekolko aminokyselinovych zvyskov v sdjovom LOX3 izoenzyme
bolo identifikovanych ako ligandy pre iné ako hemoglobinové Zelezo, alebo su
navrhnuté ako nevyhnutné pre jej aktivitu (oznaCované s * ¢). Vzhfadom na vysoku
sekvenénlu konzervativnost medzi jaCmennou LOX1 aséjovou LOX3 je
opodstatnené predpokladat, Zze zvySky vjaCmennej LOX1 sekvencii, ktoré su
homologické so zvy$kami identifikovanymi ako délezité pre funkciu LOX3, m6zu byt
tiez nevyhnutné pre enzymatickl aktivitu. Takze nekonzervativne aminokyselinové
substitlicie v ktorejkolvek ztychto poldh, vratanie substiticii tychto zvySkov
v jaémennej LOX1, ktoré zodpovedaji 35 vysoko konzervativnym zvySkom sojovej
LOX3, ktoré lemuju substratovi dutinu, avinych polohach nevyhnutnych pre
enzymatick( aktivitu, pravdepodobne znizuju lipoxygenazovu aktivitu.

Je zname, Ze aminokyselinové zvySky prolin a glycin ufahCuju otacanie
v peptidove] vézbe, ked sU umiestnené medzi sekundarnymi Strukturalnymi
elementmi, ktoré umoziuji proteinu zaujat poskladand terciarnu Struktiru.
Prolinové a glycinové zvys$ky su bezné aj v zavitnicovych ukoncovacich motivoch
(Parker a Hefford, 1997, Protein Eng., 10: 487-496, http://www.expasy.ch). Jedina

nekonzervativna substittcia v LOX1 linie G, kde je glycin umiestneny medzi dvoma

predpokladanymi  $trukturdinymi elementmi nahradeny aspartatom, vedie
k vyznamnej strate enzymovej aktivity. TakZze sa predpoklada, Ze mutécia v lox-1
géne spdsobujuca nekonzervativne aminokyselinove substitucie v jednom alebo vo
viacerych z prolinovych alebo glycinovych zvy$kov v jaémennej LOX1, ktoreé su
umiestnené v oblastiach mimo S$trukturalnych elementov, modZe podobne
zabranovat poskladaniu nativneho proteinu a tym redukovat aktivitu kodovaného
enzymu.

Takze v jednom uskuto&neni obsahuje uZito€na mutantna jatmenna rastlina
podla vynalezu, majlica zniZzend aktivitu lipoxygenazy 1, mutovanu
nukleokyselinovi sekvenciu, ktor4& meni neutralnu alebo hydrofébnu povahu
substratovej dutiny enzymu prostrednictvom inzercie jednej alebo viacerych kyslych,
zasaditych alebo polarnych aminokyselin. Napriklad, uZitoCna nukleokyselinova

sekvencia [sekv. &. 11] kdduje jaémenny LOX-1 protein [sekv. €. 12] majuci
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substiticiu aminokyseliny 368 z glycinu na Xaa, kde Xaa znamena Kyslu, zasaditt
alebo polarnu aminokyselinu. Jednou konkrétnou aminokyselinovou sekvenciou
jatmennej mutantnej LOX-1 podla vynalezu je sekvencia, v ktorej Xaa znamena
kyselinu asparagovu, napr. linia G.

Ako je ukazané niz8ie v prikladoch, genotypové zmeny v linii G nemali
detegovatelny vplyv na fox-1 génovli expresiu, ale LOX-1 aktivita detegovana
v zrelych a kli¢iacich zrnach linie G predstavovala priblizne 9 % aktivity detegovanej
v zrnach rodi¢ovskej linie cv Vintage. Aby sa poskytol priamy ddékaz, Ze
aminokyselinova mutacia v LOX-1 linie G je zodpovedna za fenotyp nizkej aktivity
LOX-1, kodujica sekvencia linie G lox-1 acv Vintage lox-1 sa prechodne
exprimovala v protoplastoch zjaémenného aleurénu, aukazalo sa, ze aktivita
mutantého LOX-1 enzymu je silno redukovana v porovnani so Standardnym LOX-1

enzymom.

6. Prenos medzi §fachtenymi liniami

Detekcia zmien v genetickom charaktere jaCmennych rastlin s genotypom
podia vynalezu je uzitofna na identifikaciu pritomnosti Specifického genetického
znaku v jaCmennej linii a na ufah€enie prenosu tohto znaku medzi Slachtenymi
liniami v $lachtitelskom programe. Na detekciu zmien v genomickej sekvencii su
dostupné roézne molekularne nastroje. Takéto metddy zahfiaju, ale nie su
obmedzené na detekciu polymorfizmov v diZke restrikénych fragmentov (Gebhardt
a Salamini 1992, Int. Rev. Cytology., 135:201-237) a kvantitativhe detekéné metody
zalozené na PCR, ako napriklad amplifikacia pouzitim fluorescenénych primerov,
napr. TagMan primerovych sondovych systémov (lbraham a dalsi, 1998, Anal.
Chem 70, 2013-2017). Volba detekcnej metddy bude zavisiet na $pecifickom
genetickom znaku, ale prednostne by mala byt rychla a mala by poskytovat jasne
interpretovatelné udaje.

Ako je ukazané nizSie vprikladoch, na detekciu mutantného
lipoxygenazového-1 génu vlinii G bol pouZity PCR test so Stiepenim
amplifikovaného polymorfného miesta (PCR-CAPS). Nukleotidova substittcia v fox-
1 géne vlinii G vpolohe +2347 zaviedla dalSie miesto rozoznavané Aatll

restriktnou endonukleazou, ktoré mobze byt detegované v PCR-CAPS teste.
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Vhodné detekéné metody pre lox-1 nie si obmedzené na tento test, ale mozu byt
rovnako dobre zaloZzené na TagMan technolégii ainych znamych detekénych
metddach.

Nizsie v prikladoch je tiez ukazana aplikacia PCR-CAPS testu na 4 generacie
Sfachteného materialu z programu spétného krizenia, kde sa fenotyp linie G
s nizkou aktivitou lipoxygendazy systematicky spétne kriZil do cv Alexis. Ukazalo sa,
Ze dediCnost fenotypu nizkej lipoxygenazovej aktivity sleduje dedi¢nost lox-1 génu,
a fenotyp sa identifikoval ako recesivny a pozoroval sa len v liniach homozygotnych
v lox-1 géne.

Ztoho vyplyva, Ze rastlinné potomstvo podla vynalezu zahfiia §lachtené
linie, napriklad odvodené programom spétného kriZenia, ktoré obsahuji mutantny

lox-1 a exprimuju fenotyp nizkej lipoxygenazovej aktivity.

7. Varenie

JaCmenné rastliny podfa vynalezu vratane &asti rastlin, rastlinného
potomstva, zfn a rastlinnych produktov, ako napriklad sladu a sladiny, majice nizku
aktivitu lipoxygenazy 1, tu boli demonstrované ako uZito¢né na vyrobu napoja
majuceho znizené hladiny vofného tfrans-2-nonenalu v priebehu primeraného &asu
alebo v podmienkach zvySenej skladovacej teploty, v porovnani s napojom
vyrobenym so $tandardnej kontrolnej jatmennej variety. Za G&elom tychto
porovnavani sa obsah siranu v pive udrzZiaval na 5 ppm alebo niZ$ie, pretoze sa vie,
Ze vysoke hladiny siranu v Case plnenia do flia§ doasne oddaluju objavenie sa
volného trans-2-nonenalu. Napriklad, pivo varené zo sladu ziskaného z tu opisanej
mutovanej jaCmenne;j linie G malo stabilizované organoleptické viastnosti primerane
dlhy Cas, v porovnani s pivom varenym zo sladu ziskaného z kontrolného,
nemutovaného jaémena.

Varne testy a hodnotenie flaSkového piva poskytli najlepsi spésob na
hodnotenie vplyvu réznych ingrediencii na kvalitu a stabilitu vysledného piva. Na
testovanie vplyvu rdéznych jaémennych sladov je potrebné dostatoéné mnoZstvo
jaCmenného zrna na uskutoCiovanie sladovych avarnych pokusov v pilotnom
meradle a v polopriemyselnom meradle. V priebehu mnoZenia jaémefa je mozné

hodnotit spravanie sa jamennej linie na poli. Sladové vlastnosti jaémennej linie sa
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mOzu hodnotit poCas vyrabania sladu v pilotnom alebo priemyselnom meradle,
a vyhodne by mali byt v sulade s narodnymi odpora¢aniami pre kvalitu sladu, napr.
s odporuCaniami Eurdpske] konvencie pre varenie piva (Analytica-EBC/European
Brewing Convention, 1998, Publ. Hans Carl Getranke-Fachverlag, Nirnberg,
Nemecko). Po vareni v pilotnom alebo polopriemyselnom meradle sa pivo zabali do
hnedych flia§ a ochladi sa na 5 °C na optimalne skladovanie. V tomto $tadiu sa
Cerstvé pivo mbze analyzovat prostrednictvom trénovanych chutovych panelov
schopnych detegovat Specifické pivové chute vratane neziaducej chute zluceniny
trans-2-nonenalu. Okrem toho sa pivo chemicky analyzuje na hlavné chutové
komponenty vratane frans-2-nonenalu. Tieto metddy analyzy chute piva sa potom
opakuji s pivom, ktoré preslo réznymi skladovacimi podmienkami, o ktorych je
zname, ze odhaluju stabilitu piva pri dihom skladovani, napriklad natené starnutie.

Ako je uvedené nizSie v prikladoch, jatmenna linia G sa rozmnoZovala
niekolko sezdn na poli, aby sa na slad spracovalo 10 ton tejto linie v priemyselnej
sladovni. V podobnych podmienkach sa na slad spracovali kontrolné variety cv
Vintage a cv Nevada, ktoré obe maju Standardny LOX-1 fenotyp. Vysu$eny slad
z linie G a z kontrolnych jaémennych kultivarov spadal do $pecifikacii pozadovanych
pre polopriemyselné varné pokusy.

Varné pokusy sa uskutoCriovali v 30hl meradle a hodnotenie Ccerstvo
naffaskovanych piv odhalilo, Ze piva varené tak zo sladu linie G, ako aj zo sladu
z kontrolnych kultivarov, maji obsah trans-2-nonenalu pod chutovym prahom
a chutovym panelom boli povazované na uspokojujuce. Na hodnotenie chutovej
stability piva sa pouzili dve oSetrenia nuteného starnutia, bud uskladriovanie pri
37°C pocCas 7 dni, alebo uskladnenie poCas 6 aZz 12 tyzdiov pri 30°C.
Prostrednictvom hodnotenia chutovym panelom, ako aj prostrednictvom hladiny
volného trans-2-nonenalu, sa zistilo, Ze chutova stabilita piva vareného zo sladu
linie G je vynikajuca oproti pivu z kontrolného sladu, a zistilo sa, Ze toto zlep$enie je

Statisticky vyznamné.
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Priklady uskutoénenia vynalezu

PredloZeny vynalez je podrobnejSie definovany niz8ie v prikladoch. Malo by
byt zrejmé, Ze priklady, hoci uvadzaju vyhodné uskuto€nenia, st poskytnuté len ako

ilustracia.

| Priklad 1
Skrining a selekcia lipoxygenazového izoenzymu

Mutanty z mutovaného jaémena

1. Mutagenéza jaCmena

Zrna jatmena Hordeum vulgare cv Vintage a cv Caruso sa mutovali azidom
sodnym v sllade s publikovanym postupom (Kleinhofs a dalsi, 1978, Mutation
Research 51: 29-35). Mutagenéza zavadza bodové mutacie do genomickej DNA,
ktoré m6zu viest napriklad k aminokyselinovym zmenam v kédovanych proteinoch.
Mutované M1 zrna sa mnoZili dve generacie v skleniku a M3 zrna sa zozbierali na
skrining. Pozorovana frekvencia jednogenovych znakovych mutacii v M2 generacii
podla Kleinhofsa a dalSich, 1978, vy$sie, je 1,0-2,7 mutantov na 10000 zin z M2
generacie. KedZe vacsina génovych mutacii je recesivna a detegovatelna len
v homozygotnom stave, mutovana populacia sa skrinovala v M3 generacii, kde bol
oCakavany podiel homozygotnych mutantnych zfn vy$$i. V mutovanom materiali

v M3 generacii bola o€akavana mutacna frekvencia 0,9 az 2,3 na 10000 zin.

2. Nedestruktivny test lipoxygenazovej 1 (LOX-1) a lipoxygenazovej-2 (LOX-2)
aktivity v M3 mutovanych zrnach

Vyvinul sa rychly skrinovaci postup na detekciu mutantnych jaémennych zin
so znizenou LOX-1 aktivitou s nasledujacimi kritériami:

Skriningovy postup by nemal branit rozmnozovaniu zfn/sadenic; vybrané
zrnové/sadenicové tkanivo by malo vykazovat kvantifikovatelné hladiny
lipoxygenazovej aktivity; test by mal rozliSovat LOX-1 aktivitu od LOX-2 aktivity;

a testovaci postup by mal zahffiat multiplicitné vzorky.
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Hiadiny lipoxygenazovej aktivity v réznych tkanivach kliciacich zfn, konkrétne
v klickovom, korefiovom a §titkovom tkanive embrya a v endosperme sa testovali
nasledovne: Exirakty jaémenného sadenicového tkaniva sa pripravili
homogenizovanim tkaniva vladovo vychladenej 20mM Tris-HCI, pH 7,5,
obsahujicej 2 mM NaNj; a 0,5 mM fenylmetylsulfony! fluoridu (PMSF), nasledovalo
odstranenie nerozpustného materialu cetrifugaciou pri 1000 ot./min, 10 minut.
Lipoxygenazova aktivita v 100 pl extraktu sa testovala pri 25 °C pridanim 2,9 ml
20mM substratu kyseliny linolovej, pripravenej dispergovanim 35 pl kyseliny
linolovej (volna kyselina, L-1376, Sigma, USA) v 5 ml H,O obsahujicej 1% Tween
20. Reakcia sa sledovala spektrofotometricky, kde rychlost zvySenia absorbancie
prii 234 nm (Azs nm), vdoésiedku vytvorenia konjugovaného diénu
v hydroperoxidovom produkte, je Umerna pritomnej enzymovej aktivite. Jedna
jednotka lipoxygenazovej aktivity je definovana ako AAzzs — 0,001 na minGtu v 3ml
reakcii, rovna sa oxidacii 0,12 pmola kyseliny linolovej.

Listové tkanivo zrna kliCiaceho 4 dni vitme malo najvySSie detegovatelné
hladiny lipoxygenazovej aktivity (Holtman a dalsi, 1996, Plant Physiology 111: 569-
576). Na nedestruktivny lipoxygenazovy skriningovy test sa preto vybrali listove
vrcholy zo 4-diovych sadenic. PH optimélne pre celkovu jaCmennu lipoxygenazov
aktivitu sa testovalo v rozmedzi pH 4,5 az pH 9,0 a zistilo sa, ze je nim pH 6,5.
Takze 25mM HEPES timivy roztok (pH 6,5) obsahujaci 0,2M kyselinu bérovu sa
vybral pre skrinovaci test.

Kedze v klickoch 4-diovych sadenic bol imunologicky detegovany tak LOX-
1, ako aj LOX-2 enzym, (Holtman a dalsi, 1996, vy$Sie), pouzil sa LOX-1 a LOX-2
$pecificky test. Zistilo sa, ze lipoxygenazovy inhibitor, kyselina nordihydroguaretova
(NDGA), identifikovana Eskinom a dalsimi, 1977, Crit. Rev. Food, Science and
Nutrition 9: 1-40, je selektivnym inhibitorom jaCmennych lipoxygenaz. NDGA
v koncentracii 1x10™ M silno inhibuje purifikovani jaémennt LOX-2, zatial o LOX-1
si zachovava 47% aktivitu (obrazok 1). Selektivita tohto inhibitora sa testovala
vteste listovych  vrcholkov  prostrednictvom  determinacie  pomeru  9-
hydroperoxyoktadekanoidu (9-HPOD) k 13-hydroperoxyoktadekanoidu (13-HPOD),

ktoré su vysledkami oxidacie kyseliny linolovej prostrednictvom LOX-1, respektive
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LOX-2. V lipoxygenazovom teste cv Vintage listovych vrcholov spadal podiel 13-
HPOD po pridani 1x10° M NDGA do rozsahu 24,5 % a2 9,5 %.

Selektivny test na LOX-2 aktivitu v extraktoch z listovych vrcholov bol
zalozeny na pouziti LOX-1 Specifickej monoklondlnej protilatky (5D2) (Holtman
a dalsi, 1996, vysSie) na imunoprecipitaciu LOX-1 nachadzajlicej sa v extraktoch.
ZvySkova lipoxygenazova aktivita detegovana v extraktoch po LOX-1 precipitacii
poskytla mieru LOX-2 aktivity. Uginnost tejto imunoprecipitacie (opisanej nizsie) sa
hodnotila kvantifikaciou zvySkovej LOX-1 a LOX-2 v extraktovom supernatante
prostrednictvom ELISA testu pouZitim Specifickych monoklonalnych protilatok proti
LOX-1 (oznaCovana 5D2) alLOX-2 (oznaCovana 5.8) (Holtman a dal$i, 1996,
vyssie). LOX-1 imunoprecipitacia z extraktov cv Vintage listovych vrcholov
odstranila 85 % LOX-1 proteinu a 15 % LOX-2 proteinu.

Imunoprecipitacia sa uskutoCfiovala v 96-jamkovej platni s jamkami s dnom
vtvare V pridanim 5 pl 5D2-potiahnutych Dynabeads (Dynal) a 75 pl timivého
roztoku [20mM Tris-HCI, pH 7,5, 1% v/v hovadzie telacie sérum (HyClone)] k 20 pl
kazdého extraktu listovych vrcholov. Plathia sa inkubovala na trepacke pre titracné
platne (MTS4, IKA, Labor Technik) 1 hodinu pri 4 °C. Imunoprecipitat sa peletoval
centrifugaciou pri 4 °C v Sigma 302-K centrifigge 10 minat pri 2000 ot./min.
Supernatant (70 pl) z kazdej vzorky sa testoval na lipoxygenazova aktivitu v 96
jamkovej platni s jamkami s plochym dnom, ako je opisané nizsie, ale s pridanim
100 pl testovacieho timiveho roztoku (26mM HEPES, 0,2M kyselina borova, pH
6,5).

LOX-1 alLOX-2 testy sa adaptovali pre skriningovi metédu s vysokou
acinnostou. Vrcholy listov (1 cm) z 6smych 4-dnovych kli¢iacich zfn sa individualne
homogenizovali v 150 pl lfadovo vychladeného timivého roztoku (20mM Tris-HCI, pH
7,5) 2 x 30 sekdnd v multi-jamkovom homogenizatore (Berg a dali, 1992,
Electrophoresis 13: 76-81). Po 15 minutovej centrifugacii pri 3000 ot./min. sa 40 pl
supernatantu kazdého extraktu prenieslo na 96-jamkovl platiiu s plochym dnom. Do
kazdej jamky sa pridalo 170 pl timivého roztoku (25mM HEPES, 0,2M kyselina
borova, pH 6,5, 1x10° M NDGA) a 10 pl substratu (20mM kyselina linolova)

a potom sa inkubovalo 20 minat pri 25 °C. Reakcia sa ukonéila pridanim 20 ul
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nasyteného roztoku jodidu draseliného (Kl) a inkubovalo sa dal§ich 8 minit pri 25
°C. Vysledkom redoxnej reakcie medzi hydroperoxydiénmi a Kl bol I3, ktory bol
monitorovany prostrednictvom jeho extinktného maxima pri 350 nm v snimadi
mikroplati (Muitiskan MCC/340).

3. lIdetifikacia potencialnych lipogenazovych 1 mutantov v M3 a M4 zrnéach
mutagenizovaného jaCmena

Zrna M3 generacie cv Vintage a cv Caruso sa uskiadfiovali 6,5 dna pri 45 °C,
aby sa ukoncila dormanencia, Co zaistuje 95% frekvenciu kli€enia. M3 zrna cv
Vintage (9318) a cv Caruso (9633) sa naklicili a skrinovali sa na linie, ktorych LOX-
1 aktivita bola 15% alebo e3te mensia v porovnani so Standardnymi zrnami.
Predpokladané mutantné linie (50 cv Vintage a 42 cv Caruso linii) sa rozmnozovali
v M4 generécii, zozali sa a naklicene zrna sa znova skrinovali. Mutantny LOX-1
fenotyp sa potvrdil v jednej cv Vintage linii a v Siestich cv Caruso liniach po merani
lipoxygenazovej aktivity v extraktoch 5 listovych vrcholov z kaZdej linie. Ked sa
skimali LOX-1 a LOX-2 aktivity v KkliCiacich embryach tychto 7 pravdepodobnych
mutantoch, len cv Vintage mutant (oznaCeny Linia G) vykazoval znaénu redukciu
v LOX-1. V zrelych pokojnych zrnach je lipoxigendzovou aktivitou pritomnou
v embryu takmer vylutne LOX-1 aktivita v désledku diferenciatného expresného
vzoru tychto dvoch izoenzymov (Schmitt a Van Mechelen, 1997, Plant Sci. 128:
141-150). Celkova lipoxygenazova aktivita v extraktoch embryi zo zrelych suchych
zin linie G (M5 generacia) bola 0,05 + 0,04 U/mg proteinu v porovnani s 0,74 + 0,44
U/mg proteinu v cv Vintage embryovych extraktoch, ako bolo determinované
spektrofotometrickym lipoxygenazovym testom opisanym v Casti 2 prikladu 1. Zistilo
sa, ze zvySkova lipoxygenazova aktivita v zrelych embryéach linie G tak v M4, ako aj

v M5 generacii je priblizne 9 % rodiCovskej linie.

Priklad 2

Linia G je cv Vintage mutant s fenotypom nizkej lipoxygenazovej aktivity

Agronomické vlastnosti a mutantny fenotyp linie G sa analyzovali v materiale

M5 generacie. Pociatotné analyzy sa uskutoCiovali na potvrdenie toho, Ze
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analyzovany M5 materidl je homozygotny pre mutantny fenotyp. Fenotyp nizkej
aktivity LOX-1 v linii G, detegovany v M3 generacii, by mohol byt vysledkom
dominantnej alebo recesivnej mutacie. Ak by bola linia G vyselektovana v M3
generacii heterozygotna pre dominantnd mutaciu, potom by nasledujice generacie
vykazovali segregaciu vo fenotype. Merala sa lipoxygenazova aktivita v 26
jednotlivych embryach z pokojnych zfn linie G M5 generacie a porovnavala sa s cv
Vintage $tandardnymi embryami. Lipoxygenazova aktivita vo v3etkych embryach
linie G bola velmi nizka, s priemerne 0,06 + 0,04 U lipoxygenazy na mg proteinu
v porovnani s 0,74 + 0,44 U lipoxygenazy na mg proteinu u Standardnych cv
Vintage embryi. Tieto Gdaje potvrdili, Ze linia G v M5 generacii je homozygotna pre

znak nizkej lipoxygenazove;j aktivity.

1. Linia G ma $tandardnu fyziol6giu rastu rastliny a vyvoja zfn

Zrna linie G a cv Vintage kli€ili a rastli v klimatickej komore pri 16 hodinovom
svetle a 15 °C a 8 hodinach tmy pri 12 °C, pri relativnej vihkosti 80 %. Rastoveé
vlastnosti linie G a cv Vintage rastlin boli podobné ¢o sa tyka vysky rastliny, poctu
vyhonkov na rastlinu, nastupu kvitnutia a poCtu zin na klas. Velmi podobna bola
Cerstva hmotnost (obrdzok 2) asucha hmotnost (obrazok 3) zin linie G
a §tandardného cv Vintage v priebehu vyvoja od 5 dni po kvitnuti (DAF) po uplnt
zrelost, priblizne 90 DAF.

2. Zra linie G maju fenotyp nizkej aktivity lipoxygenazy 1 v priebehu celého vyvoja
Lipoxygenazova aktivita sa mefala v extraktoch vyvijajucich sa jaCmennych
zin linie G (M5 generacie) a Standardného cv Vintage. Zrma sa homogenizovali
v fadovo chladenom 20mM Tris-HCI timivom roztoku, pH 7,5, obsahujicom 0,1 %
(v/v) Nonidet P-40, neidnovy detergent, ktory zvySuje lipoxygenazovu extrakciu,
a centrifugovali sa pri 15000 ot./min. 20 minut, aby sa odstranil nerozpustny
material. Lipoxygenazova aktivita v extraktoch sa merala polarograficky v 200 pl
kyslikom nasyteného timivého roztoku (0,2M kyselina bérova, 25mM HEPES, pH
6,5) obsahujucom 1,2 mM kyseliny linolovej pri 25 °C, pouZiti Clark typu elektrody

na meranie spotreby kyslika. Lipoxygenazova aktivita sa zvysila v priebehu prvych
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20 dni vyvoja zrna tak v linii G, ako a v Standardnych zrnach, ale len v linii G uroven
aktivity prudko klesla v priebehu zretia zrna (obrazok 4).

Relativne mnozstva 9-HPOD a 13—HPOD wvytvorenych v priebehu oxidacie
kyseliny linolovej, poskytujd mieru Grovni LOX-1 aLOX-2 aktivity v zrnovych
extraktoch. V tomto pripade bol vynechany Nonidet P-40 zo zrmovych extrakénych
timivych roztokov, aby sa wvylGCila koextrakcia enzymov spotreblvajucich
hydroperoxid. Extrakty (100 ul), zmieSané s 10 ml 50mM fosfatoveho timiveého
roztoku, pH 6,5, obsahujuceho 200uM kyselinu linolova sa inkubovali 20 minut.
Reakcia sa ukoncila nastavenim pH na 3,5 apridal sa interny S3tandard.
Hydroxyperoxidazy vytvorené v teste sa naviazali na oktadecylovi kolénu na tuhej
faze (Bakerbond, Baker) a eluovali sa s metanolom. 9-HPOD a 13-HPOD sa potom
oddelili reverznou fazovou HPLC na C-18 Kkoléne s izokratickym elu¢nym
rozpGstadlom (zmes tetrahydrofuran:metanol:H,O:kyselina octova, 25:30:44,9:0,1
(v/v), ktorej pH bolo nastavené na 5,5 s koncentrovanym amoniakom) pri prietokovej
rychlosti 0,5 mi/minGtu, ako je opisané v Aarle a dalSi, 1991, FEBS Letters 280:
159-162. Hydroperoxidy sa detegovali pri 234 nm avHPOD vrcholoch sa
upravovali oproti internému $tandardu, prostaglandinu B2.

Obrazok 5 ukazuje, ze 13-HPOD bol hlavnym produktom lipoxygenazovej
aktivity pritomnej v zrach v priebehu prvych 20 DAF, zatial ¢o 9-HPOD bol
vytvoreny prostrednictvom lipoxygenazovej aktivity v priebehu zretia zfn. Hoci tak
extrakty zfn linie G, ako aj $tandardnych zin zdiefali podobny profil 13-HPOD
syntetizujucej aktivity, linia G nevykazovala S$tandardné zvySenie 9-HPOD
syntetizujlcej aktivity. Tieto Udaje su v stlade so stratou LOX-1 aktivity u zrelych

jaémennych zfn linie G.

3. Zrna linie G maju fenotyp nizkej lipoxygenazovej 1 aktivity pri kliceni

Celkova lipoxygenazova aktivita v extraktoch embryi zfn kli¢iacich pri 15 °C
sa testovala ako je opisané v priklade 1. Lipoxygenazova aktivita pritomna
v pokojnych $tandardnych zrnéch klesala v priebehu prvych 4 dni kiiCenia a potom
sa zvySovala (obrazok 6). V linii G bola lipoxygenazova aktivita v pokojnych zrnach

velmi nizka, ale zvysila sa po 4 dnoch.
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Analyza HPODs vytvorenych prostrednictvom lipoxygenazovej aktivity
v kli¢iacich embryach ukazala, ze 9—HPOD bol hlavnhym produktom lipoxygenaz
pritomnych v pokojovych $tandardnych zrnach (obrazok 7). Uroven vytvarania 9-
HPOD bola v stlade s poklesom lipoxygenazovej aktivity v extraktoch. ZvysSenie
lipoxygenazovej aktivity po 4 diioch bolo sprevadzané vytvaranim tak 9-HPOD, ako
aj 13-HPOD. Nizka lipoxygenazova aktivita v pokojovych zrnach linie G bola
spojena s absenciou vytvarania HPOD, zatial ¢o zvySenie aktivity po 4 drnoch
produkovalo najm&a 13-HPOD. Tieto Udaje poskytuji dokaz, ze LOX-1 aktivita
veduca k vytvaraniu 9-HPOD je znaéne zniZena v embryach tak vyvijajucich sa, ako
aj pokojovych, ako aj kli¢iacich jaémennych zin linie G, zatial Co LOX-2 aktivita,

veduca k vytvaraniu 13-HPOD, sa v linii G nemeni.

Priklad 3
Linia G ma mutantny lipogenazovy 1 gén (lox-1) ¢o spdsobuje fenotyp nizkej

lipoxygenazovej aktivity

Skumal sa molekularny zaklad fenotypu nizkej LOX-1 aktivity linie G, aby sa
poskytol kompletny opis mutanta. Nasledujuce analyzy sa uskutoCiovali na

poskytnutie kompletnej charakterizacie fenotypu:

1. Lipoxygenaza 1 sa syntetizuje vo vyvijajucich sa a v kliCiacich zrnach linie G
Paralelne sa uskutoéfiovala Western blot analyza extraktov embryi
z vyvijajlcich sa a z kligiacich zfn, prifom sa merala lipoxygenazova aktivita, ako je
opisané v priklade 2. Surové extrakty sa separovali polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou s dodecylsulfatom sodnym (SDS-PAGE) podfa Laemmiliho, 1970,
Nature 227: 680-685. Separované proteiny sa preniesli na nitrocelulézu polosuchym
blotingom podfa Towbina a daldich (1979), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 4350-
4354 . Blot sa sondoval s LOX-1 $pecifickou monoklonalnou protitatkou, 5D2, ako je
opisané v Holtman a dal$i, 1996, Plant Physiology 111: 568-576, v 500x riedeni,
potom nasledovala inkubacia s kraliCou anti-mySacou protilatkou spojenou
s alkalickou fosfatazou a detekcia so substratmi alkalickej fosfatazy, nitro blue

tetrazoliom a 5-brom-4-chlér-3-indolyl-fosfatom, ako je opisané v Holman a dalsi,



.28 -

1996, Plat Physiol. 111: 569-576. Western analyza odhalila, Ze LOX-1 protein bol
detegovany vo vyvijajucich sa zrnach od 10 DAV v cv Vintage embryach a hladina
sa zvySovala v priebehu zretia zfn (obrazok 8). Protein bol pritomny aj v embryéach
cv Vintage pokojnych zin, ale pomaly klesal v priebehu li¢enia (obrazok 9). Hoci
LOX-1 je rozoznavany v extraktoch embryi linie G a migruje v SDS-PAGE ako
protein s podobnou velkostou ako cv Vintage LOX-1, imonologicky detegovatelné

hladiny proteinu v linii G boli mierne niz8ie ako v cv Vintage.

2. Lox-1 gén sa exprimuje vo vyvijajucich sa a v Kli€iacich zrnach linie G

Celkova RNA sa izolovala z embryi vyvijajucich sa a kli¢iacich jaémennych
zfn podla postupu Hensgens a Van Os-Ruygrok, 1989, Rice Genet. Newslett. 6:
163-168, sucasne s meranim lipoxygenazovej aktivity ako je opisané v priklade 2.
RNA vzorky (7,5 pg) sa separovali na denaturujicich agardzovych géloch
a uskuto¢nil sa ich Northern blot, ako je opisané v Sambrook a dal§i, 1989
v Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold Spring Habour Laboratory Press,
NY. Bloty sa hybridizovali s 3?P-znateou sondou generovanou z jaémennej 3’
netranslatovanej oblasti, nukleotidy 2659-2801 [sekv. ¢. 1] lox-7 cDNA (EMBL
pristupové ¢. L35931), ako je opisané v Holtman a dalsi, 1996 Plat Physiol. 111:
569-576, pouzitim Amersham Random Prime Kitu.

Lox-1 transkripty kodujice LOX-1 sa detegovali v embryach vyvijajucich sa
a zrelych cv Vintage zin azin linie G od 30 DAF (obrazok 10). Hladiny flox-1
transkriptov sa zvySovali v priebehu klicenia tak v cv Vintage embryach, ako aj
v embryach linie G, z ¢oho vyplyva de novo expresia lox-1 génu (obrazok 11).
KedZe detegovatelné hladiny lox-7 transkriptov boli podobné v embryach linie G
a v cv Vintage embryach, ani zniZzenie lox-1 transkripcie, ani stability transkriptu,

nemodze byt zodpovedné za fenotyp nizkej lipoxygenazovej aktivity linie G.

3. Lox-1 gén linie G kéduje mutantni formu lipoxygenazy 1

Nukleotidové sekvencie lox-1 génu linie G acv Vintage sa analyzovali
a porovnavali, aby sa determinoval molekularny zéklad fenotypu nizkej LOX-1
aktivity linie G, ktora sa vyznacuje normalnou transkripciou /lox-1 génu, ale zniZzenou

akumulaciou a aktivitou exprimovaného lipoxygenazového enzymu v zrnach.
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Genomickd DNA zlinie G azo Standardného cv Vintage sa izolovala
z listového tkaniva sadenic spdsobom opisanym v Pich a Schubert 1993, Nucleic
Acids Res. 21: 3328. Lox-1 gén v genomickych DNA pripravkoch sa amplifikoval
polymerazovou retazovou reakciou (PCR) pouZitim primerov zaloZenych na
sekvecii jaémenného lox-1 génu (Van Mechein a dalsi, 1995, BBA 1254: 221-225;
Rouster adal8i, 1997, Plant J. 11: 513-523). Poloha a sekvencia
oligonukleotidovych primerov pouzitych na amplifikaciu lox-1  promotora
a kodujucich oblasti, oznaCenych na obrazku 12, boli nasledovné:

Priamy primer 5-GAA AAG CTT GGA GGT AGA CGC TGC-3' [sekv. €. 2] a
reverzny primer 5-TAT AGG ATC CTT GTT CTT GGC CTC CTC TCC TCG-3
[sekv. ¢. 3] sa pouzili a PCR amplifikaciu lox-1 promoétorovej domény (-361 az +68)
linie G a cv Vintage lox-1.

Priamy primer 5'-AGT GAA AAA CAG TGT GCT GGT G-3' [sekv. ¢. 4]
a reverzny primer 5-GGC TTA AAG AGC AAC TGC TGA-3' [sekv. €. 5] sa pouZili
na PCR amplifikaciu lox-1 kédujucej oblasti linie G.

Priamy primer 5-CAA GAT GCA TAT GCT GCT GGG AG-3' [sekv. €. 6]
a reverzny primer 5'-CGA TGG TTT AAA TTA GAT GGA GAT GCT GT-3' [sekv. C.
7] amplifikovali prostrednictvom PCR cv Vintage lox-71 kddujucu oblast.

PCR reakcie pozostavali z250 ng genomickej DNA v 50ul objeme
obsahujucom 50 pmol primeru a2 U Pfu DNA polymerazy (Promega) podla
indtrukcii dodavatela enzymov. PCR amplifikacie sa uskutoCnovali v Stratagene
Robocykleri: 1 minttu pri 94 °C, 1 cyklus; 1 minGtu pri 94 °C, 2 minaty pri62 °C a 5
minGt pri 72 °C, 30 cyklov; 10 minat pri 72 °C, 1 cyklus. PCR produkty sa separovali
na 1,2% agarozovych géloch. DNA fragmenty zodpovedajuce dizkou amplifikovanej
oblasti, sa purifikovali pouZitim Qiax |l gélového extrakéného kitu (Qiagen)
a klonovali sa do plazmidu pcDNA2.1 (Invitrogen). Nukleotidova sekvencia oboch
vlakien klonovaného [lox-1 promoétora a kddujlicich oblasti sa determinovala
pouzitim dideoxynukleotidovej retazcovej terminaénej reakcie so Specifickymi
oligonukleotidovymi primermi a analyzovala sa na ABl PRISM® 310 genetickom

analyzatore (PB Biosystems). Porovnavania sekvencii sa uskutoCiovali pouzitim
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DNA STAR sekventného analyzatného softwarového balika (DNA STAR Inc.,
USA).

Prométorovéa oblast a intrén-exénova Struktira jaémennej lox-1 kédujacej
oblasti su znazornené na obrazku 13 a boli odvodené z porovnavania nukleotidovej
sekvencie Standardnej lox-1 genomickej sekvencie a cDNA sekvencie (obrazok 12).
Sekvenovana oblast lox-1 promoétorovej oblasti od —-363 do +68 (&islované vo
vztahu k determinovanému transkripnému S$tartovaciemu miestu; van Mechelen
a dalsi, 1995, BBA 1254:; 221-225) je dostatocna na riadenie embryo-Specifickej
Casovo regulovanej genovej expresnej charakteristiky nativhneho génu (Rouster
a dalsi, 1998, Plant J 15: 435-440). Promotor a transkribovana oblast Standardného

lox-1 génu [sekv. & 8] ma dizku 4663 nukleotidov a obsahuje 6 intronov medzi 82.
nukleotidom a 634. nukleotidom, ktoré chybaji v prisiudnej cDNA [sekv. ¢. 10]
a musia byt preto odstranené v priebehu zostrihu RNA transkriptu.

Porovnanie nukleotidovej sekvencie lox-1 linie G so Standardnou sekvenciou
(obrazok 12) ukazalo, ze lox-1 alela linie G ma dve bodové mutacie. Jedna je ticha
C—T substiticia v polohe 221 v exdne 1, a druha je G—A substiticia v polohe 2347
vexéne 3 (obrazok 13). Standardny jaémenny lox-1 gén kdduje protein s 862
aminokyselinovymi zvySkami [sekv. €. 9], zatial ¢o mutacia v polohe 2347 v lox-1
alele linie G spbsobuje aminokyselinovu substituciu glycinu na kyselinu asparagovu
vo zvysku 368 v kédovanom proteine.

Zo zoradenia pribuznych rastlinnych lipoxygenaz vyplyva, Ze glycin 368
v jaémennom LOX-1 je silno konzervativny. NavySe, tento zvySok, ktory zodpoveda
glycinu 353 v sdéjovom LOX-1, je jednym z 51 neutrdlnych alebo hydrofébnych
zvyskov, ktoré lemuju substratovt dutinu enzymu, ako je vidiet na krystalovej
Struktare (Minor a dal8i, 1996, Biochemistry 35: 10687-10701) a ako je vidiet na
obrazku 22. Takze je pravdepodobné, ze inzercia nabitého aminokyselinového

zvy$ku v tejto polohe porusuje Strukturalne a funkéné viastnosti enzymu.

4. Mutovany LOX-1 protein kodovany lox-1 alelou linie G ma nizku enzymaticku
aktivitu a je zodpovedny za fenotyp nizkej lipoxygenazovej aktivity linie G
Mutagenéza cv Vintage zfn azidom sodnym, ktora indukovala mutovanu( Jox-1

alelu v linii G, mohla indukovat dalSie mutacie v gendéme linie G. Uskuto¢nili sa dva
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experimentalne pristupy, aby sa demonstrovalo, Zze mutantna lox-1 alela v linii G je
zodpovedna za jej fenotyp nizkej lipoxygenazovej aktivity, a nie iné mutacie
v genéme. Bola determinovana enzymatickd aktivita LOX-1 kddovaného mutantnou
a §tandardnou Jox-1 alelou, aby sa potvrdilo, Ze substiticia glycin—kyselina
asparagova v mutatnom enzyme spdsobuje zniZenie stability a aktivity. Dva lox-1
gény sa prechodne exprimovali v aleurénovych protoplastoch izolovanych
znapuéanych zrelych zfn, kedZze sa ocCakavalo, Z2e hladina endogénne;
lipoxygenazove] expresie v tychto bunkach je pod detek&nymi limitmi. Ziadny
z identifikovanych jaémennych lipoxygenazovych génov, ktoré sa exprimuju
v kli¢iacom jaémeni, sa nedetegoval v aleuronovom tkanive (van Mechelen a dalsi,
1999, vyssie). Na riadenie prechodnej expresie lox-1 génu v aleuronovych
protoplastoch sa ich kddujuce oblasti prechodne fuazovali s konstitutivnym
prométorom, o ktorom je zname, Ze je aktivny v tychto protoplastoch.

Koédujuce oblasti mutantného (sekvenéné polohy +1 az +4350)
a Standardného Jlox-1 génu (sekvencné polohy +69 az +4230) a Standardnej lox-1
cDNA (sekvenéné polohy +69 az +2654), z ktorych kazdy bol klonovany v plazmide
pcDNA2.1 (pozri Cast 3), sa vyrezali poStiepenim v Kpnl a EcoRV miestach vo
vektorovom polylinkeri. Kédujice oblasti sa klonovali do pUBARN plazmidu (Jensen
a dal$i, 1998, Hereditas 129: 215-225) medzi konStitutivne aktivny kukuri€ény
ubiquitinovy Ubi prométor (ako je opisany v US patente €. 005510474A) a Nos
terminator, v mieste bar génu, ktory koduje fosfinotricin acetyltransferazu (obrazok
14),

Protoplasty sa izolovali z aleurénového tkaniva napuéaného Hordeum
vulgare cv Himalaya podfa protokolu podla Skriver a dal$i 1991, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88: 7266-7270. Alikvoty 2x10° protoplastov sa transfekovali pri 0 °C
priblizne 100 pg plazmidovej DNA (ekvimolarne mnozZstvd kazdého plazmidu)
prostrednictvom polyetyléglykolom (PEG) sprostredkovaného prijmu DNA (Lee
a dalsi, 1997, Plant Mol. Biol. 13: 21-29) a potom sa inkubovali v aleurbnovom
protoplastovom kultivatnom médiu pri 25 °C, ako uz bolo opisané (Skriver a dalsi,
1991, vyssSie). Po 48 hodinach inkubovania sa kultivaéné médium opatrne odstranilo
a protoplasty sa resuspendovali a homogenizovali v 300 pl lipoxygenazového
testovacieho timivého roztoku (0,2mM kyselina bérova, 25mM HEPES, pH 6,5).



-32.-

Homogenaty sa centrifugovali pri 15000 ot./min 5 minuat, aby sa peletoval
nerozpustny material a supernatanty (10 pl) sa nasledne testovali na celkovu
lipoxygenazovu aktivitu pouzitim rychleho skriningového testu opisaného v priklade
1, Casti 1, ale s vynechanim NDGA inhibitora. Obsah proteinu v protoplastovych
extraktoch sa meral prostrednictvom Bradfordovho farbiCku viazuceho testu
(Bradford 1976, Anal. Biochem., 72: 248), dodavaného od Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornia, USA, a lipoxygenazova aktivita sa vyjadrila na mg proteinu
v extrakte.

Protoplasty transfekované s kontrolnym plazmidom, pUBI-GUS, kde
kukuricny  ubiquitinovy-1  prométor riadi  expresiu  B-glukuronizdazového
reporterového génu, neposkytli Ziadnu detegovatelnu lipoxygenazovu aktivitu.
Prechodna expresia Standardného lox-7 génu ako aj cDNA v protoplastoch poskytli
vysoké hladiny lipoxygenazovej aktivity v protoplastovych extraktoch (obrazok 15).
Vys$ia expresia Standardnej fox-7 ¢cDNA v porovnani s genomickou sekvenciou
mbze byt spdsobena vySSou transfekénou frekvenciou mensieho fox-7 cDNA
expresného plazmidu (4929 bp versus 6505 bp Jox-71 génového konstruktu).
Prechodna expresia mutantného lox-1 génu poskytla nizke hladiny lipoxygenazove;
aktivity, priblizne 10 % S$tandardnej lipoxygenazovej aktivity. Tieto udaje jasne
demonstruj, Ze mutantny lox-1 gén vlinii g kéduje lipoxygenazu so znalne

znizenou aktivitou, ktora je zodpovedna za fenotyp nizkej lipoxygenazovej aktivity.

Priklad 4
Test PCR-stiepenia amplifikovanych polymorfnych miest (PCR-CAPS):

Sposob pouzity na identifikaciu mutantného lox-1 génu

Na zaklade PCR-CAPS testu bola vyvinuta analyticka metdéda umozhiujica
identifikaciu mutantného lox-7 génu linie G na akomkolvek genetickom pozadi. Test
zahfa PCR amplifikaciu genomickych DNA fragmentov, po ktorej nasteduje
Stiepenie amplifikovanych sekvencii so Specifickou restrikcnou endonuleazou, aby

sa prejavil polymorfizmus v dizke restrikénych fragmentov (RFLP).
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Kodujuca sekvencia mutantného Jox-1 génu nesie dve bodové mutacie (pozri
priklad 3), kde mutacia v polohe 2347 (obrazok 12) zavadza dalSie Aat I/l miesto
stiepené restrikénou endonukleazou, ktoré sa nenachadza v Standardnom lox-1
géne (obrazok 16). Ukazalo sa, ze pouZitie PCR-CAPS testu, na zaklade
polymorfizmu vytvoreného pritomnostou tohto restriktného miesta v lox-1 géne,
rozli$uje medzi standardnym Jox-1 génom a mutantnym lox-1 génom.

Genomicka DNA sa izolovala z mladych listov M6 sadenic Hordeum vulgare
L. cv Vintage alinie G spdsobom podfa Picha a Schuberta (1993, vysSie). DNA
sekvencia zahffiajica polohu 2347 (mutované miesto lox-1 génu linie G) sa
amplifikovala prostrednictvom PCR pouZitim primerov Specifickych pre lox-1 gén
[sekv. & 8]. DNA fragmenty, amplifikované prostrednictvom vybraného priameho
primeru 5'-CGCTACGACGTCTACAACGC-3' [sekv. €. 13] a reverzného primeru 5'-
CAGACTACTTTTGGCGGGA-3' [sekv. €. 14], su znazornené na obrazku 17. PCR
reakcie sa uskuto&fovali s 250 ng genomickej DNA v 50! objeme obsahujicom 50
pmol kazdého primeru a1 jednotku Taq DNA polymerazy (Promega) podfa
in&trukcii dodavatefov. PCR amplifikacie sa uskuto&iiovali v Stratagene Robocycleri
nasledovne: 1 minata pri 94 °C, 1 cyklus; 1 minita pri 94 °C, 1,5 mindty pri 60 °C,
a2 minaty pri 72 °C, 30 cyklov; 10 minat pri 72 °C, 1 cyklus. Amplifikované
fragmenty mutantného a Standardného /ox-1 génu majuce priblizne 650 bp (obrazok
18), zodpovedali otakavanej velkosti (obrazok 17). PCR produkty, purifikované na
centrifugaénej kolone (Qiagen), sa Stiepili s25 jednotkami Aat [l restriknej
endonukleazy pri 37 °C a analyzovali sa na 1,2% agardzovom géli.

Vysledkom $tiepenia tandardného fox-7 PCR produktu boli DNA fragmenty
s velkostou 10, 179 a 462 bp a fragmenty z mutantného /ox-7 PCR produktu mali
dizku 10, 149, 179 a 313 bp, kde dalsi DNA fragment bol vysledkom Ciastocného
stiepenia lox-1 PCR produktu (obrazok 19). Vzorka fragmentov zodpoveda
odakavanému RFLP, ktory je vysledkom tejto mutécie, kde 313bp fragment je
jedine¢ny pre mutantny lox-1. Tento PCR-CAPS test poskytuje reprodukovatelny
a $pecificky nastroj na identifikaciu lox-1 alely v jaémeni a moéze tak byt vyuZzity
v programoch §lachtenia jaémetia, ktorych ciefom je zavedenie tohto génu do

novych jaémennych odréd.
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Priklad 5
Spétné krizenie fenotypu nizkej lipoxygenazovej aktivity linie G s cv Alexis

demonstruje genetickl vazbu na mutantny /ox-7 gén

Opakované spatné krizenie sa pouZije na prenos fenotypu nizkej
lipoxygenazove] aktivity zlinie G na rekurentného rodi¢a (v tomto pripade cv
Alexis). Program spatného krizenia znazorneny na obrazku 20 je kombinovany so
selekciou na fenotyp nizkej lipoxygenazovej aktivity, priCom sa progresivne
substituuje gendm linie G rekurentnym rodiCovskym genémom. Okrem toho su
eliminované iné mutacie zavedené do genoému linie G v priebehu mutagenézy
s azidom sodnym. V prvom spdtnom krizeni linie G homozygotnej v nizkej
lipoxygenazovej aktivite (genotyp oznaceny /) s cv Alexis (genotyp oznaceny LL) su
linie potomkov heterozygotné (genotyp oznacCeny L/). Fenotyp nizkej
lipoxygenazovej aktivity nebude v ddsledku recesivnej mutacie detegovatelny
v liniach heterozygotnych pre mutaciu. Potomstvo je samoopelivé a poskytne
populaciu v stlade s normalnou Mendeleovou segregaciou, konkrétne 1LL:2L111.
Homozygotny // genotyp s nizkym lox, ktory je vysledkom prvého spéatného krizenia,
bude mat 50% cv Alexis genetické pozadie. Po desiatich kolach spatého krizenia
bude rekurentné rodiCovské pozadie priblizne 99,9 %.

Hordeum vulgare, L. cv Alexis alinia G sa mnozili v skleniku programom
spatného krizenia. Zrna spétne krizeného potomstva sa nechali nakli¢it' v Petriho
miskach na filtraGnom papieri, nechali sa nasiakavat 4 ml H,O 3 dni pri 22 °C v tme.
Linie s nizkou lipoxygenazovou aktivitou sa skrinovali prostrednictvom merania
celkovej lipoxygenazovej aktivity v extraktoch Kkoleoptilu (vrcholovych 7 mm)
z kli¢iacich sadenic, ako je opisané v priklade 1. Potomstvo 3. a 4. spatného
krizenia sa analyzovalo aj na dedi¢nost mutantného lox-7 génu pouzitim PCR-
CAPS testu opisaného v priklade 4.

Oc¢akavana frekvencia fenotypu s nizkou lipoxygenazovou aktivitou
v segregujicom potomstve Stvrtych generacii spatného krizenia bola 25 % pre
recesivnu mutaciu. Pozorovana frekvencia nizkej lipoxygenazovej aktivity
v potomstve (24 zfn) Styroch generacii spatného krizenia je v stulade s oCakavanou

frekvenciou (obrazok 20). Ked sa analyzovalo potomstvo 3. a 4. spatného krizenia,
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majuce homozygotny /I genotyp nizkej lox, s PCR-CAPS testom, pri v8etkych sa
zistilo, Ze maja diagnosticky 313bp fragment, zatial o potomstvu so $tandardnou
lipoxygenazovou aktivitou tento fragment chybal (obrazok 21).

Program spatného krizenia demonstruje, ze mutantna /ox-71 alela sa méze
prenasat do nového genetického pozadia a dedi sa recesivnym monofaktorialnym
spésobom v sulade s Mendeleovou segregaciou. KedZe rekurentné rodiCovske
pozadie v potomstve 4. spatného krizenia je 93,8 %, spoloCné dedenie mutantného
lox-1 génu a fenotypu nizkej lipoxygenazovej aktivity poskytuje potvrdenie ich

genetickej vazby.

Priklad 6
Pivo varené zo sladu z jatmena linie G akumuluje menej trans-2-nonenalu

v priebehu uskladfiovania, poskytujic zlepSenu chut'ovu stabilitu

Hordeum vulgare L cv Vitage alinia G sa pestovali na poli niekofko sezdn,
aby sa poskytlo dostatoéné mnozstvo zrna na priemyselné spracovanie na slad. Na
demonstraciu hodnoty jaémena linie G s nizkou lipoxygenazovou aktivitou pre
zlepSenie chutove] stability sa uskutoCfiovali nasledujice testy vyroby sladu

a varenia piva v priemyselnom meradle, ako aj analyzy finalneho piva.

1. Priemyselna vyroba sladu a su3enie z linie G a cv Vintage
Vyroba sladu sa uskuto€iiovala v 10-tonovom meradle v priemyselne;

sladovni v dvoch pokusoch nasledovne:

Pokus 1: Jaémenné zrno linie G (Zatva 1996)

Podmienky ltGhovania: 8 hodin mokro; 14 hodin sucho; 8 hodin mokro; 10
hodin sucho; 4 hodiny mokro v 16°C luhovacej vode. Podmienky vyroby sladu: 12
hodin pri 18 °C; 24 hodin pri 16 °C; 24 hodin pri 14 °C; 60 hodin pri 12 °C.
Podmienky susenia: 12 hodin pri 60 °C; 3 hodiny pri 68 °C; 4 hodiny pri 74 °C; 3
hodiny pri 80 °C.



-36 -

Pokus 2: Jaémenné zrno cv Vintage a linie G (Zatva 1996/1997)

Podmienky IGhovania: 8 hodin mokro; 10 hodin sucho; 6 hodin mokro; 15
hodin sucho: 4 hodiny mokro v 15°C luhovacej vode. Podmienky vyroby sladu: 5 dni
s privadzanim vzduchu pri 15 °C a sprejovanie na udrzanie Urovne vihkosti.

Podmienky sugenia: 10 hodin pri 50 °C; 2 hodiny pri 60 °C; 2,5 hodiny pri 80 °C.

Analyzy sladu 2 vzoriek sladu linie G z pokusu 1, porovnavané s kontrolnym

sladom cv Nevada (tabulka 1), a z pokusu 2 porovnavané s cv Vintage (tabulka 2),

potvrdili, Ze slad z linie G je vhodny na pokusy s varenim piva.



-37-

Tabulka 1

Vyroba sladu Pokus 1

Odroda jatmena cv Nevada |Linia G Linia G
Obilie z roku 1996 1996 1996
Analyzy sladu

Obsah vlhkosti % 4,7 4,3 4.4
Jemny extrakt ako is. %ai. 76,9 76,1 75,3
Jemny extrakt d.m. %dm. 81,4 79,5 78,7
Cas sacharifikacie min <10 <10 <10
Diasticka sila %WK 252 373 365
Farba EBC 2,8 4,4 3,8
pH 6,16 5,97 5,99
Zakal EBC 9,0 2,5 2,4
Celkovy protein d.m. % 10,35 10,74 12,03
Rozpustny dusik mg/l 647 787 765
Rozp. protein % slad d.m. %dm. 3,7 4.4 4.3
Kolbach 35,3 40,8 35,4
Volny aminonitrogén mg/| 97 125 118
Drobivost % 89,5 85,6 89,5
Uplne nemodifikované zrna % 1,1 0,6 0,5
Ciastoéne nemodifikované zrna | % 2,3 1,0 0,6
B-glukan v sladine mg/| 114 66 36
B-glukéan v slade % wiw 0,24 0,11 0,05
S-metylmetionin/DMS eaq. ug/g 2,4 6,4 8,4
Volny DMS ug/g 1,0 6,6 4,7
NDMA na/kg n.d. 0,380,6 0,3/0,3
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Tabulka 2

Vyroba sladu Pokus 1

Odroda jaCmena Vintage Linia G Linia G
Obilie z roku 1996 1996 1997
Obsah vihkosti % 41 41 43
Jemny extrakt ako is. %ai. 77,0 75,6 77,5
Jemny extrakt d.m. Yodm. 80,3 78,8 80,9
Jemny/hruby rozdiel % dm. 0,7 1,6 1,7
Cas sacharifikacie min <10
Diasticka sila %WK 343 342 268
Farba EBC 2,5 2.8 3,4
PH 6,05 6,01 6,12
Zakal EBC 1,5 1,3 2,5
Celkovy protein d.m. % 10,98 12,22 9,82
Rozpustny dusik mg/l 696 741 610
Rozp. protein % slad d.m. %dm. 3,9 4,1 3.4
Kolbach 35,2 33,7 34,6
Volny aminonitrogén mg/l 110 117 100
Drobivost % 91,3 81,8 89,56
Uplne nemodifikované zrné % 0,7 1,1 1,3
Ciastoéne nemodifikované zma | % 1,0 2,7 2,7
B-glukan v sladine mgl/l 97 172 117
B-glukan v slade % wiw - - 0,3
| S-metylmetionin/DMS eq. nglg - - -

Volny DMS

Tlells]
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2. Priemyselné varenie piva so sladom zlinie G, cv Vintage sladom a kontrolnym
sladom cv Nevada

Uskuto¢nili sa dva varné pokusy pouzitim sladiny pripravenej z Linie G
a kontrolného cv Nevada sladu v pokuse 1 azlinie G a kontrolného cv Vintage
sladu v pokuse 2.

Pivo sa varilo v 30-hl priemyselnom meradle so 475 kg sladu podla
nasledujicej schémy: Rmutovanie pri 50 °C; 30 minat pri 50 °C; 30 minut
zahrievanie z 50 na 70 °C; 15 minGt pri 70 °C. Cast sladiny sa zahrievala 20 mindt
zo 70 na 100 °C a 5 minut na 100 °C, zatial o zvySny rmut sa udrziaval na 70 °C
dal$ich 25 minut a potom sa tieto dva rmuty spojili a udrziavali 10 minat na 76 °C.
V stlade so $tandardou praxou vo vareni piva sa uskutoCniovali kroky varenia
sladiny, virivej separacie pouzitych zfn, ochladzovania, fermentécie, odleZiavania

a balenia do flia$ z hnedého skla.

3. Chutova stabilita a T2N obsah v pive varenom zo sladu zlinie G, cv Vintage
sladu a kontrolného cv Nevada sladu

Cerstvo naffaskované pivo sa uskladfiovalo pri 5 °C a analyzovalo sa do 2
mesiacov od vyroby. Chutova stabilita Cerstvého a skladovaného piva sa hodnotila
v dvoch nezavislych laboratériach po dvoch rozli€nych typoch skladovacich
podmienok pre pivo. V laboratériu A sa pivo podrobilo rychlenému zostarovaciemu
procesu, pri ktorom sa pivo uskladfovalo pri 37 °C 7 dni, zatial ¢o v laboratériu B sa
pivo uskladnovalo pri 30 °C 6 a 12 tyzdnov. Hladiny trans-2-nonenalu v pive sa
determinovali plynovou chromatografiou a hmotnostnou spektrometrickou detekciou
po derivatizacii  karbonylov v 0-(2,3,4,5,6-pentanfluérbenzyl)-hydroxylamine,
v podstate ako je opisané v Gronqvist a daldi, 1993 Procedings of the 24th EBC
Congress, Oslo, 421-428. Panel trénovany pre chut piva hodnotil celkové chutove
skore piva, ktoré zahfiialo detekciu lepenkovej chuti, ktord indikuje volny trans-2-

nonenal v pive.
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Laboratérium A: Tolerancia pri rychlenom starnuti

Porovnanie piva vareného zo sladu linie G a kontrolneho cv Nevada sladu,
v prvom varnom pokuse (tabulka 3) demonstruje, Ze pivo zlinie G malo vysSiu
chutovd stabilitu a nizéi obsah trans-2-nonenalu po rychlenom starnuti v porovnani
s kontrolami. Druhy pokus, porovnavajuci pivo varené zo sladu zlinie G s pivom

varenym z cv Vintage sladu, sladu z rodi¢ovskeho kultivaru, potvrdil prvé udaje

(tabulka 4).

Tabulka 3

Varny pokus 1

Jaémenny slad cv Nevada linia G
SO, obsah (mg/mi) 1 1
T2N** (ppb) — Cerstvé pivo 0,009 0,005
T2N** (ppb) —staré pivo (37 °C/7 dni) |0,117 0,025
Chut™ - Cerstvé pivo 5,9 53
Chut — staré pivo (37 °C/7 dni) 1,3 5.1

*Chutova hodnotova $kala 1 az 10 zvySujucej sa kvality; **trans-2-nonenal

Tabulka 4

Varny pokus 2

Jaémenny slad cv Vintage linia G
SO, obsah (mg/ml) 2 2,5
T2N** (ppb) — Cerstve pivo 0,023 0,019
T2N** (ppb) —staré pivo (37 °C/7 dni)  |0,078 0,035
Chut* - erstvé pivo 55 6,1
Chut — staré pivo (37 °C/7 dni) 2,9 59

*Chutova hodnotova 8kala 1 az 10 zvy$ujucej sa kvality; **frans-2-nonenal

Laboratorium B: Tolerancia pri uskladfovani pri 30 °C
Pivo uvarené zo sladu z linie G malo nizsie hladiny trans-2-nonenalu po 6

a 12 tyzdnov pri zvy$enej skladovacej teplote 30 °C, ked sa porovnavalo z pivom
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varenym z jedného z referenénych sladov (tabulky 5 a 6) a chutovym panelom bolo

posudené, Ze malo lepSiu chutovu stabilitu. Chutovy prah pre trans-2-nonenal

v tychto analyzovanych pivach je v blizkosti 0,08 ppb.

Tabufka

Varny pokus 1

JaCmenny slad cv Nevada Linia G
trans-2-nonenal (ppb) — Cerstvé pivo 0,050 0,044
trans-2-nonenal (ppb) — 30 °C/6 tyzdnov 0,072 0,037
trans-2-nonenal (ppb) — 30 °C/12 tyzdriov 0,095 0,046
trans-2-nonenalova chut™ — Cerstvé pivo 0,6 0,3
trans-2-nonenalova chut™ — 30 °C/6 tyzdiov 3,7 1,4
trans-2-nonenalova chut* — 30 °C/12 tyzdriov |2, 0,6
*trans-2-nonenalové chutove detekEné skore v Skale 1 az 10

Tabufka 6

Varny pokus 2

Jaémenny slad cv Vintage Linia G
trans-2-nonenal (ppb) — Cerstvé pivo 0,070 0,062
trans-2-nonenal (ppb) — 30 °C/6 tyzdfiov 0,093 0,070
trans-2-nonenal (ppb) — 30 °C/12 tyzdnov 0,133 0,080
trans-2-nonenalova chut™ — Cerstvé pivo 0,3 0,9
trans-2-nonenalova chut™ - 30 °C/6 tyzdnov 2,5 1,7
trans-2-nonenalova chut* — 30 °C/12 tyzdiov  |2,2 1,3

*trans-2-nonenalové chutové detekéné skore v Skale 1 az 10

Z kombinacie udajov z varnych pokusov sa ukazalo, ze zlepSena chutova

stabilita piva vareného zo sladu linie G, ako bola merana prostrednictvom hladin

trans-2-nonenalu detegovanych v pive po skladovani pri 30 °C, je Statisticky

vyznamna (tabulka 7).
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Tabutka 7
Trans-2-nonenal v skladovanom pive
Cerstvé priemer §t. odch. rozdiel 2-smer. p Vyznamnost

(p<0,09)
Referencia |0,060 0,012 0,007 0,34 nie
linia G 0,053 0,011
6 tyzdfiov, | priemer &t. odch. rozdiel 2-smer.p | Vyznamnost |
30°C (p <0,05)
Referencia 0,083 0,013 0,029 0,031 ano
linia G 0,054 0,021

I

12 tyzdnov, |priemer St. odch. rozdiel 2-smer. p Vyznamnost
30 °C (p<0,09)
Referencia | 0,114 0,023 0,051 0,003 ano
linia G W,oea 0,020

KedZe hladiny prirodzeného sulfidu boli v oboch varnych pokusoch nizke,
hladiny volného trans-2-nonenalu v starom pive tesne odrazaju frans-2-nonenalovy
hladinu aduktov

konkrétne trans-2-nonenalovych

potencial réznych piv,
nachéadzajlcich sa v ¢erstvom pive. Pridanie sulfidu méZe doCasne oddialit’ proces
tuchnutia prostrednictvom vytvarania komplexu s volnym frans-2-nonenalom, pokial
su hladiny sulfidu redukované prostrednictvom oxidacie vdaka vymene plynov cez
balenie.

Opisané varné pokusy so sladom zjaCmena s nizkou aktivitou LOX-1
poskytuji pirvy jednoznacny dokaz toho, Zze LOX-1 aktivita v jaCmeni v priebehu
vyroby sladu avarného procesu je kluCovym determinantom objavenia sa
neziaducej chutovej zli¢eniny trans-2-nonenalu v starom pive.

Vyssie uvedeny opis zahffia citacie mnohych publikacii. Kazda publikacia je

tu komplete zahrnuta prostrednictvom jej citacie na vietky Ucely.
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PATENTOVE NAROKY

1. Jaémenna rastlina alebo jej Cast, ktora obsahuje mutovany LOX-1 protein,
kde LOX-1 aktivita rastliny alebo rastlinnej Casti je redukovana alebo chyba

v porovnani s nemutovanou kontrolou.

2. Jaémenna rastlina alebo jej ¢ast podla naroku 1, kde LOX-1 aktivita
zahfla katalyzovanie oxidacie volnych a esterifikovanych polynenasytenych
mastnych kyselin a polynenasytenych oktadekanovych mastnych kyselin, na
vytvorenie derivatov 9-hydroperoxydovej mastnej kyseliny.

3. Jaémenna rastlina alebo jej Cast podfa naroku 1 alebo 2, kde LOX-1
protein je kédovany mutovanou /ox-1 nukleokyselinovou sekvenciou majucou jednu

alebo viacero mutacii.

4. Jatmenna rastlina alebo jej ¢ast podla naroku 3, kde jedna alebo viacero

mutacii je indukovana chemickou mutagenézou alebo ziarenim.

5. Jaémenna rastlina alebo jej ¢ast’ podla naroku 3 alebo naroku 4, kde jedna
alebo viacero mutacii je/si indukovanéa/indukované miestne Specifickou

mutagenézou.

6. Jaémenna rastlina alebo jej Cast podla naroku 3 alebo naroku 4, kde
uvedena jedna alebo viacero mutacii je umiestnenych vo vnutri prométora alebo

transkribovanej oblasti lox-1 nukleokyselinovej sekvencie.

7. Jaémenna rastlina alebo jej ¢ast podfa ktoréhokolvek z narokov 3 az 6,
kde mutaciou je nukleokyselinova substittcia v polohe +2347 lox-1 génu.

8. Jaémenna rastlina alebo jej Cast podla ktoréhokolvek z predchadzajicich
narokov, kde mutovany LOX-1 protein obsahuje kysla, zé&saditd alebo polarnu

aminokyselinov substitdciu jedného alebo viacerych konzervovanych neutralnych
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alebo hydrofébnych aminokyselinovych zvySkov lemujucich substratova dutinu

standardného jaémenného LOX-1.

9. Jaémenna rastlina alebo jej €ast podla ktoréhokolvek z predchadzajlcich
narokov, kde mutovany LOX-1 protein obsahuje nekonzervativhe aminokyselinové
substiticie jedného alebo viacerych z nasledujucich aminokyselinovych zvySkov
$tandardného LOX-1: Y224, Loss, Wass, Essa, Gass, Vase, Nazo, t374, Laza, Lage, Ksor, Asoz,
Vsos, Dsos, Ssoo, Hs12, Qs13, Ls1a, Hse7, Ws1g Hs2o, lsse, Lsso, Aseo, Lses, Ises, ls7o, Tsa,

Ssss, Q715, Y718, N724, R72s, P72s, T727, L772 @ lgea.

10. Jaémenna rastlina alebo jej Cast’ podla naroku 9, kde mutovany LOX-1
protein obsahuje aminokyselinovu sekvenciu znazornenu ako sekv. €. 12, kde Xaa

znamena kyslu, zasadita alebo polarnu aminokyselinu.

11. Jaémenna rastlina alebo jej Cast podfa naroku 10, kde Xaa znamena

kyselinu glutdamovu alebo kyselinu asparagovdu.

12. Jamenna rastlina alebo jej Cast podfa naroku 11, kde Xaa znamena

kyselinu asparagovu.

13. Jaémenna rastlina alebo jej Cast podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 8,
kde mutovany LOX-1 protein obsahuje nekonzervativnu aminokyselinovu
substiticiu jedného alebo viacerych nasledujucich aminokyselinovych zvyskov

jamenného LOX-1: Hsq7, Hs2a, H7os, 712 @ les2.

14. Jaémenna rastlina alebo jej Cast' podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 8,
kde mutovany LOX-1 protein obsahuje nekonzervativnu aminokyselinovd
substiticiu jedného alebo viacerych nasledujucich aminokyselinovych zvyskov
Standardného jaémenného LOX-1: Hags, Hs12, Hrrs, Fase, Fasz, F713, Ws1s, Rssq, Rzos,

D778 @ Kara.
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15. Transgénna jaémenna rastlina alebo jej Cast, ktora obsahuje
heterologickd nukleokyselinovil sekvenciu exprimujucu antisense sekvenciu VvoCi
aspofi Gasti transkribovanej oblasti jaémenného Jox-1 génu, priCom tato
heterologicka sekvencia je operativne spojena s génovou promotorovou sekvenciou

a transkrip&nou terminatorovou sekvenciou.

16. Transgénna jacmenna rastlina alebo jej Cast podla naroku 15, kde

uvedeny génovy prométor riadi konstitutivnu expresiu antisense sekvencie.

17. Transgénna jamenna rastlina alebo jej ¢ast podra naroku 15 alebo 16,
kde uvedeny génovy promotor riadi tkanivovo $pecificki alebo ¢asovo regulovanu

expresiu operativne pripojenej antisense sekvencie v tkanivach rastliny.

18. Transgénna ja¢menna rastlina alebo jej Cast podla naroku 17, kde

tkanivom je vyvijajuce sa, kli¢iace alebo zrelé embryotické tkanivo.

19. Transgénna jacmennd rastlina alebo jej Cast podfa naroku 18, kde
génovou promotorovou sekvenciou je prométor jatmenného lox-7 génu alebo jeho

Gast.

20. Zrnové alebo rastlinné potomstvo produkované z jaémennej rastliny alebo

jej Gasti podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 19.

21. Rastlinny produkt, vyznadujuci sa tym, Ze je vyrobeny zjaCmennej
rastliny alebo jej Gasti podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZz 19 alebo zo zrnového
alebo rastlinného potomstva podfa naroku 20.

22. Rastlinny produkt podia naroku 21, vyznacujuci sa tym, Ze je nim slad.

23. Napoj, vyznacujuci sa tym, Ze je vyrabany pouZitim rastlinného produktu

podfa ktoréhokolvek z narokov 21 az 22.
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24. Pivo, vyznacujluce sa tym, ze je vyrabané pouZitim rastlinného produktu

podla ktoréhokolvek z narokov 21 az 22.

25. Pouzitie rastlinného produktu podla ktoréhokolvek z narokov 21 az 22 na
pripravu napoja vykazujiceho organoleptické kvality, ktoré ostavaju stabilné pocCas
meranej periddy alebo pri zvySenych uskladiiovacich teplotach, v porovnani

s napojom pripravenym z rastlinného produktu nemutovanej kontroly.

26. Pouzitie jaémennej rastliny alebo jej Casti, zrnového alebo rastlinného
potomstva alebo rastlinného produktu podia ktoréhokolvek z narokov 1 az 22 na

vyrobu napoja.

27. Pouzitie jatmennej rastliny alebo jej Casti, zrnového alebo rastlinného
potomstva alebo rastlinného produktu podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 22 na

vyrobu sladu alebo piva.

28. Pouzitie jatmennej rastliny alebo jej Casti, zrnového alebo rastlinného
potomstva alebo rastlinného produktu podfa ktorehokolvek z narokov 1 az 22 na
stabilizaciu organoleptickych vlastnosti vareného produktu v priebehu meranej
gasovej periody v porovnani s kontrolnym varenym produktom produkovanym
pouzitim nemutovanej jamennej rastliny alebo jej Casti, zrnoveého alebo rastlinného

potomstva alebo rastlinného produktu.

29. Pouzitie jaCmennej rastliny alebo jej Casti, zrnového alebo rastlinného
potomstva alebo rastlinného produktu podia ktoréhokolvek z narokov 1 az 22 na
vyrobu vareného produktu majuceho znizené hladiny volného trans-2-nonenalu
v priebehu meranej Casovej periody alebo v podmienkach zvySenej skladovacej
teploty, v porovnani s kontrolnym varenym produktom produkovanym pouzitim
nemutovanej jaémennej rastliny alebo jej Casti, zrnového alebo rastlinného

potomstva alebo rastlinného produktu.
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30. Néapoj vyrobeny z jaémennej rastliny alebo jej Casti, zrnového alebo
rastlinného potomstva alebo rastlinného produktu podfa ktoréhokolvek z narokov 1
az 22, vyznadujuci sa tym, Ze méa znizeny obsah trans-2-nonenalu v priebehu
meranej Gasove] periody alebo v podmienkach zvysenej skladovacej teploty,
v porovnani s kontrolnym varenym produktom produkovanym pouZitim nemutovanej
jaémennej rastliny alebo jej Casti, zrnového alebo rastlinného potomstva alebo

rastlinného produktu.

31. Napoj podla naroku 30, vyznadujlci sa tym, Ze nim je pivo.

32. Spdsob vyroby piva z jaémena, vyznacujuci sa tym, Ze jaCmeri alebo jeho
gast obsahuje mutovany LOX-1 protein, pricom LOX-1 aktivita uvedenej rastliny

alebo rastlinnej &asti je znizena alebo chyba v porovnani s nemutovanou kontrolou.

33. Spdsob podra naroku 32, vyznadujuci sa tym, Ze mutovany LOX-1 protein
zahfiia kyslu, zasaditi alebo polarnu aminokyselinovi substiticiu jedného alebo
viacerych konzervovanych neutrdinych alebo hydrofébnych aminokyselinovych

zvy$kov lemujucich substratova dutinu Standardného jaémenného LOX-1.

34. Spdsob podla naroku 32 alebo 33, vyznadujuci sa tym, Ze mutovany
LOX-1 protein obsahuje nekonzervativne aminokyselinové substiticie jedného
alebo viacerych z nasledujucich aminokyselinovych zvySkov $tandardneho LOX-1:
Ya24, Lass, Wass, Easa, Gass, Vasa, Nazo, 374, Laza, Lago, Kso1, Asoz, Vsos, Dsos, Ssog, Hsi2,
Qs13, Ls1a, Hs17, Wsg Hs2z, lsss, Lssa, Aseo, Lses, Ises, Is70, Tsra, Sses, Qr1s, Y718, N72s,

R72s, P726, T727, L772 @ lge2.

35. Spbsob podla ktoréhokolvek z narokov 32 az 34, vyznacujici sa tym, Ze
mutovany LOX-1 protein obsahuje aminokyselinovi sekvenciu znazornenu ako

sekv. &. 12, kde Xaa znamena kysll, zasaditt alebo polarnu aminokyselinu.

36. Spdsob podla naroku 35, vyznadujdci sa tym, Ze Xaa znamena kyselinu

glutdmovu alebo kyselinu asparagovu.
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37. Spbsob podla naroku 36, vyznalujuci sa tym, Ze Xaa znamena kyselinu

asparagovd.

38. Sposob podia naroku 32, vyznacujuci sa tym, Zze mutovany LOX-1 protein
obsahuje nekonzervativnu aminokyselinova substiticiu jedného alebo viacerych

nasledujucich aminokyselinovych zvyskov jaémenného LOX-1: Hsq7, Hs2z, Hzos, 712

a lge2.

39. Spdsob podla naroku 32, vyznacujici sa tym, ze mutovany LOX-1 protein
obsahuje nekonzervativnu aminokyselinovi substiticiu jedného alebo viacerych
nasledujlcich aminokyselinovych zvySkov Standardného jaémenného LOX-1: Hass,

Hs12, H77s, F2se, Fas7, F713, Ws1s, Rsst, R72s, D77g @ Kora.
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Gm2
Gm3
HvZ2
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Hv2
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Gml
Gm2
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Obrazok 22A

Zoradenie lipoxygenazovych aminokyselinovych sekvencii

1 El _H 60
MES. . ... ... . A.GHKIKGTVVLMPKNELE. . . ... ... .......... VNPDGSAV
MFSVPGVSGILNRGG.GHKIKGTVVLMRKNVLDENSVADLTKGNVGGLIGTGLNVVGSTL
M..... LGGLLHRG. . . HKIKGTVVIMRKNVLDVNSVT. . ... SVGGIIGQGLDLVGSTL
MLGVGGIVSDLTGGIRGAHLKGSVVLMRKNALDEN. . . . .. et DFGAHVM
ML . LGGLIDTLTGANKSARLKGTVVIMRKNVLDLN. . ... ............. DFGATII
6l + E2 ++ + E3 + + E4 120

DNLNAFLGRSVSLQLISATKADAH. . GKGKVGKDTFLEG . . INTSLPTLGAGESAFNIHF
DNLTAFLGRSVALQLISATKPLAN . . GKGKVGKDTFLEG. . I IVSLPTLGAGESAFNIQF
DTLTAFLGRSVSLQLISATKADAN . . GKGKLGKATFLEG. . I ITSLPTLGAGQSAFKINF
DGVTELLGRGVTCQLISSTNVDHNNGGRGKVGAEANLEQWLLPTNLPFITTGENKFAVTE
DGIGEFLGKGVTCQLISSTAVDQDNGGRGKVGAEAELEQWY . . TSLPSLTTGESKFGLTF
121 + + ES E6 + E7 E8_180
EWD.GSMGI PGAFY I KNYMQVEFFLKSLTLEAISNQ . GTIRFVCNSHVYNTKLYKSVRIF
EWD. ESMGI PGAFY I KNYMQVEFYLKSLTLEDVPNQ . GTIREVCNSWVYNTKLYKSVRIF
EWD. DGSGIPGAFYIKNFMQTEFFLVSLTLEDIPNH . GSIHFVCNSWIYNAKLFKSDRIF
DWSVDKLGVPGAI IVKNNHASEFFLKTITLDNVPGR . GTIVFVANSWVYPQAKYRYNRVE
DWEVEKLGVPGAI VVNNYHSSEFLLKT I TLHDVPGRSGNLTFVANSWIYPAANYRYSRVF
181 +  +_Hl + + E_ + 240
FANHTYVPSETPAPLVSYREEELKSLRGNGT . GERKE YDRI YDYDVYNDLGNPDKSEKLA
FANHTYVPSETPAALVGYREEELKNLRGDGK . GERKEHDRIYDYDVYNDLGNPDHGENFA
FANQTYLPSETPAPLVKYREEELHNLRGDGT . GERKEWERI YDYDVYNDLGDPDKGENHA

FANDTYLPHOMPAALKPYRDDELRNLRGDDQQGPYLDHDRVYRYDVYNDLGD. ... ... S
FANDTYLPSQMPAALKPYRDDELRNLRGDDQQGPYQEHDRIYRYDVYNDLGE. . ... .. G
241 ++ + + o0 ® 300
RPVLGGSSTFE RRGRTGRGPTVTDPNTEKQ. . . . GEVFYVPRDENLGHLKSKD EIQ
RPILGGSSTH RRGRTGRYPTRKDQNSEKP. .. .GEV.YVPRDENFGHLKSSD Y@
RPVLGGNDTF RRGRTGRKPTRKDPNSESR. .. .SNDVYLPRDEAFGHLKSSD ﬂg

RDVLGGSKDL RRCRTGRKPSDSKPDHESRLLLLVQNVYVLRDELFGHLKQSD YT
RPILGGNSDH RRGRTERKPNASDPSLESRLSLL. EQIYVPRDEKFGHLKTSD YS

. H2 + H3 ++ +__ H4 + 360
TKSLSQIVQPAFESAFDLKSTPIEFHSFQDVHDLYEGGIKLPR. . . . DVISTIIPLPVIK
IKSLSQYVLPAFESVFDLNFTPNEFDSFQDVRDLHEGGIKLET. . . . EVISTIMPLPVVK
LKSVSQNVLPLLOSAFDLNFTPREFDSFDEVHGLY SGGIKLPT. . . . DIISKISPLPVLK
LKGWLDGI ILAIRTYVDL. . SPGEFDSFADI LKLYEGGIKLPNI PALEEVRKRFPLQLVK
IKAITQGILPAVRTYVDT. . TPGEFDSFQDI INLYEGGIKLPKVAALEELRKQFPLQLIK
E1l0 +E1l + o+ H6 ¢ + E12 ++ 420
ELYRTDGQHILKFPQPHVVQVSQS :
ELFRTDGEQVLKFPPPHVIQVSKS
EIFRTDGEQALKFPPPKVIQVSKS
DLIPKGGDFLLKLPKPEIIKVDQ
DLLPVGGDSLLKLPVPHIIQENKQ RLTEFPPKSSLDPS

+ + H7 480
1YGDQSSKITADSLD. . LDGYTMDEALGSRRLEMUDYKDI FMPYVRQINQLNSAKTYATR
1 YGEQTSKITADALD. . LDGYTVDEALASRRLEMLD YHDVEMPYIRRINQ. TYAKAYATR
VYGDHTSQITKEHLEPNLEGLTVDEAIQNKRLFL{IDHHDPIMPYLRRINA . TSTKAYATR
KYGDHTSTMTEEHVAKSLEGLTVQQALAGNRLY I VDQHDNLMPFLIDINNLDAS FVYATR
KFGDHTSTITAEHIEKNLEGLTVQQALESNRLY IfJDHHDRFMPFLIDVNNLPGNE I YATR

GLQEFPPKSNLDPT
CLKDFPPRSKIDSQ
RLTEFPPKSTLDPS
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Obrazok 22B
E14 + E15 + El6 + + H9 540
Gml TILFLREDGTLKPVAIELSLPHSAGDLSAAVSQVVLPAKEG.VESTI 7

Gm2
Gm3
Hv2
Hvl

Gml
Gm2
Gm3
Rv2
Hvl

Gml
Gm2
Gm3
Hv2
Hvl

Gml
Gm2
Gm3
Hv2
Hvl

Gml
Gm2
Gm3
Hv2
Hvl

Gml
Gm2
Gm3
Hv2
Rvl

Gml
Gm2
Gm3
Hv2
Hvl

Gml
Gm2
Gm3
Hv2
Hvl

TILFLRENGTLKPVAIELSLPHPAGDLSGAVSQVILPAKEG.VESTI
TILFLKNDGTLRPLAIELSLPHPQGDQSGAFSQVFLPADEG.VESSI

TLFFLRGDGRLTPLAIELSEPIIQGGLTTAKSKVYTPVPSGSVEGW

541e @ ¢+ H9 +H10 + e
CYHQLMS PFVIATHRHLSVLHPIYKLLTPHYRNNM

CYHQIM VIEPFIIATNRHLSALHPIYKLLTPHYRD

CYHQL)V VVEPFIIATNRHLSVVHPIYKLLHPHYRD

GWHQLIS VMEPFVIATNRQLSVTHPVYKLLHPHYRD

GWHQLV VMEPFVISTNRHLSVTHPVHKLLSPHYRD

601 H12 H13 + H14 + E

TIETTHLPSKYS AVYKNWVETDQALPADLIKRGVAIKDPSTPHGVRLLIEDYPYA
[IEKS[HLPSKHS AVYKNWVFTDQALPADLIKRGVAIKDPSAPHGLRLLIEDYPYA
WGRYS VVYKDWVFTDQALPADLIKRGMAIEDPSCPHGIRLVIEDYPYT

VIIEMT]VFPHKHAM MVYKHWNFTEQALPADLIKRGMAVEDASSPHKVRLLIKDYPYA
[[FEMTVFPGKFAL VVYKDWKFTEQGLPDDLIKRGMAVEDPSSPYKVRLLVSDYPYA
661 H15 H16 H17 + o+ + 720
ADGLE IWAATKTWVQEYVPLYYARDDDVKNDSE LQHWWKEAVEKGHGD LKDKPWWPKLQT
VDGLE IWARIKTWVQEYVSLYYARDDDVKPDSELQOWWKEAVEKGHGDLKDKPWWPKLQT
VDGLE IWDAIKTWVHEYVFLYYKSDDTLREDPELQACWKE LVEVGHGDKKNE PWWPKMQT
TDGLAVWDAIEQWVSDYLTIYYPNDGVLQGDVELQAWWKEVREVGHGDLKDAAWNPKMQT
ADGLAIWHAIEQYVSEYLAIYYPNDGVLQGDTEVQAWWKE TREVGHGDLKDAPWWPKMQS

721 H18 * e + e + + __H19 780
LEDLVEVCLIIIWIASALHAAVNFGQY R NRPTJASRRLLPEKGT PEYEEMINNHE
IEELVEICTITIWTASALHAAVNEGOYP) TLNRPTISSRRLLPEKGT PEYEEMVKSHQ
REELVEACAI I IWTASALHAAVNFGQY Pl TILNRPTILSRRFMPEKGSAEYEELRKNPQ
VAELIKACATIIWTGSALHAAVNFGQYPY]SGYHP ASRRPMPVQGSEEYAELERDPE
VPELAKACTTIIWIGSALHAAVNFGQYBYJAGFLPNRPTVSRRRMPEPGTEEYAELERDPE

781 H20 H21e® ¢ o + + H22 840

DOTOTO

Fe)

TITSKLPTLISL THASDEVYLGQRDNPHWTISDSKALQAFQKFGNKLKE
TITSKFQTLVDL RHASDEVYLGQRDNPHWTSDSKALQAFQKFGNKLKE
ITPKFQTLIDL RHASDEVYLGERDNPNWTSDTRALEAFKRFGNKLAQ

KAFIRTITSQFHALVGISLM KHSSDEVYLGQHDTPAWTSDAKALEAFKRFGAKLEG
RAFIHTITSQIQTIIGVSLLEVIUSKHSSDELYLGQRDTPEWTISDPKALEVFKRFSDRLVE
841 ++ + + + + + 895+
IEEKLVRRNNDPSLQGNRLGPVQLPYTLLYPSSEE......GLTFRGIPNSI~E
IEEKLARKNNDQSL. SNRLGPVQLPYTLLHPNSE....... GLTCRGIPNSI~E
JENKLSERNNDEKLR.NRCGPVQMPYTLLLPSSKE...... GLTFRGIPNSIS

IEKQVVAMNSDPQLK.NRTGPAKFPYMLLYPNTSDHTGQAEGLTARGIPNSI
IESKVVGMNHDPELK.NRNGPAKFPYMLLYPNTSDHKGAAAGLTAKGIPNSI

SEQ ID NO:15 Systém c&islovania pouzity nad zoradenim

SEQ ID NO:16 sekvencii nezodpoveda skuto¢nému ¢islu

SEQ ID NO:17 . N - . .
aminokyseliny Ziadnej lipoxygenazovej

SEQ ID NO:18 3 ’
SEQ ID NO:9 sekvencii v zoradeni
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Zoznam sekvencii

<110> Douma, Anneke
Doderer, Albert
Cameron-Mills, Verena

skadhauge, Birgitte

Bech, Lene

<120> Jaémeri s nizkou lipoxygenazovou 1 aktivitou

<130> 11225.12w001

<160> 18

<170> Patentova verzia 3.0

<210> 1
<211> 143
<212> DNA

<213> Hordeum vulgare

zigg;ccitc ggcaaccatg gatgaataaa gggcgttcgc cacgtacgaa acttgtcgag 60

agattggtgt agtgtgtgtc tgtgacagta ctatgtcagc agttgctctt taagccgaat 120

aaataaagca gatttgctrc caa 143
- <210> 2

<211> 24

<212> DONA

<213> Hordeum vulgare

<400> 2
gaaaagcttg gaggtagacg ctgc 24



<210> 3
<211> 33
<212> DNA

<213> Hordeum vulgare

<400> 3
rataggatcc trgttcttgg cctcctctcc teg

<210> 4
<211> 22
<212> DNA

<213> Hordeum vulgare

<400> 4
agtgaaaaac agtgtgctgg tg

<210> 5§
<211> 21
<212> DNA

<213> Hordeum vulgare

<400> 5
ggcttaaaga gcaactgctg a

<210> ©
<211> 23
<212> DNA

<213> Hordeum vulgare

<400> 6
caagatgcat atgctgctgg gag

<210> 7
<211> 29
<212> DNA

<213> Hordeum vulgare

2/27

33

22

21

23



<400> 7

cgatggttta aattagatgg agatgctgt

<210> 8
<211> 4663
<212> DNA
<213>

<400> 8
cagccccatg

atgggcgatc
accgtecgeg
gcgccacacc
gcagctcctc
tgtgctggtg
tgctgggagg
cggtggtgct
acggcatcgg
tcgaccaagg
tctrtcgrgt
aggatagcta
gagacaacag
gacaaagcaa
cacgtcaaaa
cagcaggcta
gtagtagcca
agggtacgtg
tggtggtgca
ggtgacgagc
ggaggtggag
gttcctrgcrt
cgtcgecaac

caacgacgtg

Hordeum vulgare

catgcacatg
acccgtcacg
cgcagcacgt
accgggaccg
acacacactc
ccattggtrtg
gctrgatcgac
catgcgcaag
cgagttcctc
taatcactac
gggccggegg
gccctggecg
catgcatgca
cacaacaagc
gcaacacaaa
taaacagttg
tgaaaaatta
gcatgtatag
gacaacggcg
ctgcegtegce
aagctcgggg
aaaaccatca
tcatggatct

cgtggatttt

cacatgcaca
ggaccggagc
ggagagcacg
gacccggacc
acgcaacaca
gagcagtgaa
accctcacgg
aacgtgctgg
ggcaagggcg
cctcctecgg
ccatggatgg
gtcgtctrrta
tggtgcgegc
aaggacgaca
cctaaactaa
tcatcaaaaa
aatcaccggg
ttcttgtaag
gtcgcgggaa
tgacgacggg
tgccgggcege
ccctccacga
acccecgeege

cctctacttt

3/27

tgcacatgca
gcgccatgeg
tcgeegtecg
ggcctataaa
catccatctt
agcgaggaga
gggcgaacaa
acctcaacga
tcacctgcca
cctrctectce
atggatgtgt
cctgagcatg
accagaccac
cgtcaaaagc
agcacaaaga
caacgctgga
cgttgctctt
taaactaagc
ggtgggcycyg
ggagtccaag
catcgtcgtc
cgtccccgge
caactaccga

dadaddagqs

gtgcagccaa
aagcacgagg
atccatctct
ttécccggac
cactgaaaag
ggaggccaag
gagcgccecgg
cttcggegec
gcttatcagce
tgtttacaag
ctggatcggce
ggcatatgcc
gcagagcacc
aacacaacaa
cgtaagagca
agagagagag
tgcccaacaa
atgtgatatg
gaggcggagc
ttcggectcea
aacaactacc
cgcagcggcea
tacagccgeg

cattttcacc

gcaccgctcg
agggcacgtc
ccaaagccga
cgagctgcaa
tgaaaaacag
aacaagatgc
ctcaagggca
accatcatcg
tccaccgecg
atatagtatt
taaagaagat
atcgaaaaaa
ggatgctcga
gcaaggacgg
agcacacaat
aaggaaggaa
ttaatcaagce
agaaggtacg
tggagcagtg
ccttcgactg
acagctccga
acctcacctt
tctrettege

gccttegtca

29

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



ttcatggtcg
cttagcagra
tcgacacaag
aactgttgcea
ctagccacat
taaaaagaaa
agatatgcaa
taagattica
atgtagtcta
taacttttta
Tgccggcegge
agcagggcec
gcgagggeeg
cggagcgcaa
agatcracgt
actccatcaa
cceecggega
tgcccaaggt
accrccccc
agaacaagca
acccggtceat
tggtgtccat
gcatgcatgc
accagcacca
gtaattggtlc
gataatttgg
tgaaatttgc
atgccgttcc
ctcrtcttcc
atcatccagg
tccgtcegaag

tggcaccagce

atcattaagt
cgtacattat
attgaatgaa
cggatccacc
ctagatgcat
aggaaaaaaa
tatttatctt
ctatrggacaa
taataaaatc
atagtaatgt
gctgaagccg
gtaccaggag
ccececatcctc
gcccaacgec
gccgegggac
ggccatcacg
gttcgactcc
ggccgeectyg
cgtecggegge
ggcgtggagg
gatcacgcgt
ggtgagaaag
aggagtrtccc
tcacggcgga
caagccatcg
ctrcgtrgcea
aggcgctgga
tgatcgacgt
tgcgeggega
gcggecttac
gctgggtgrg

tcgtcagceca

cttgccagga
ttrattccgtg
agttgcaccg
cacatgattg
gtcacataat
tactcacata
acatctaaac
catacgaaac
tttaaaagat
tgcacggctc
taccgcgacg
cacgaccgca
ggcggcaact
agcgacccga
gagaagttcg
cagggcatcc
ttccaggaca
gaggagctcc
gactccctgce
accgacgagg
ctcacggtga
tgcagatctt
gccaaaaagt
gcacatagag
acatcaacta
attaatttga
aagcaacagg
caacaacctg
cggcaggctc
cacggccaag
ggagctrcgec

ctggtacgtt

4/27
caatagatga
ttggtagaaa
tggcaccgtg
ttttcatgaa
tattgcatac
tctcgacgta
crttctrtcat
aaaatcagtg
cgtatatttt
cacactcgea
acgagctccg
tctaccgeta
ccgaccacce
gcctggagag
gccacctreaa
tgccggecgt
tcatcaacct
gtaagcagtt
ttaagctecc
agttcgcacg
gtcagcgatt
gatttgegtt
agtctggacc
aagaacctcg
tgatttacct
tgctggecga
ctgtacatce
cceggcaact
acgcegetcg
agcaaggttt
aaggcctacg

ctccacggrce

tgagctagga
aggatatggt
gcagcgtyggr
taaacttttt
caaaacgatt
agatcaatga
tcttraaatat
gatctctcta
gcaacggagg
gacgtacctg
gaacctgegt
cgacgtctac
tTracccgege
ccggetgteg
gacgtccgac
gcgcacctac
ctatgagggc
ccecgetecag
cgtgccccac
ggaggtgcrc
atttgtrtcat
gggtcgcatg
ctagcaagtt
agggcctcac
aggagtaatt
tcaagtgatc
ttgatcacca
tcatctacgce
ccatcgaget
acacgccggt
tcgccgrcaa

gatgtgattc

gtggttacca
ttggtgcaga
aggtgaaaat
aaggatgtgt
aaattaagcea
tatagtattt
aagacatttg
tgcattcatt
gagtaaaaca
ccgagccaga
ggcgacgacc
aacgacctcg
cgcggeegea
ctgctggage
ttcctggget
gtggacacca
ggcatcaagc
ctcatcaagg
atcatccagg
gccggegtca
tgtgtgtgta
cacgcatgct
tggtgaccac
ggtgcagceag
ggtagctgta
grattgggtt
tgaccggttc
cacgaggacc
gagcgagecc
gcccagegge
tgactccggg

agtcagtcga

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360



tgcacaacaa
gatggagccg
gctgctgage
catcaacgcc
gtcggccgtg
caagaggtac
ctgacaggaa
tacaaggtgc
cacgccattg
ctgcagggceg
gacctcaagg
tgcaccacca
ccctacyegg
ggcacggagg
acgagccaga
tccgacgage
crggaggrgt
atgaaccatg
ctcracccca
cccaacagca
gccacgtacg

gcagttgctc

<210> 9
<211> 862
<212> PRT

<213>

<400> 9

1

ctgatcgaaa
ttcgtgatct
ccgcactacc
ggcggcatct
gtgtacaagg
gtacctggta
cgtggtaaaa
ggttrgctggt
agcagtacgt
atacggaggt
acgccccatg
tcatctggat
ggttcctcecc
agtacgcgga
tccagaccat
tgtacctcgg
tcaagcggtt
acccggaget
acacctccga
tctccatcta
aaacttgtcg

tttaagccga

tatgattgat
cgacgaaccg
gcgacaccat
tcgagatgac
actggaagtt
aatgttatga
aaaatgcagg
gtcggactac
gagcgagtac
gcaggcgtgyg
gtggcccaag
cgggtcggcg
gaaccggccg
gcrggagegc
catcggcgtg
gcagcgggac
cagcgaccgg
caagaaccgc
ccacaagggc
atctaagcca
agagattggt

ataaataaag

Hordeum vulgare

5/27

tgaaacgcgce
gcaccttage
gaccatcaac
ggtgttcccg
caccgagcag
atgtgtaaaa
ggcatggcgg
ccgtacgegg
ctggccatct
tggaaggaga
atgcaaagtg
ctgcatgcgg
acggtgagcc
gacccggagce
tcgctgetgg
acgccggagt
ctggtggaga
aacggecceegg
gcecgetgecg
tcggcaacca
gtagtgtgtg
cagatttgct

10

aggctgaaca
gtgacgcacc
gcgetggege
ggcaagttcg
ggactgccgg
caaattgggc
tggaggaccc
cggacgggct
actacccgaa
cgcgcgaggt
tgccggaget
cagtcaactt
ggcgccgeat
gggccttcat
aggtgctgtc
ggacctcgga
tcgagagcaa
ctaagtttcc
ggcttaccgc
tggatgaata
tctgtgacag

tcc

ctcacgceggt
cggtgcacaa
ggcagacgct
cgttggggat
acgatctcat
gtctcgetca
gtcgageccecg
ggcgatctgg
cgacggcgtg
cgggcacggc
ggccaaggcg
cgggcagtac
gccggagecc
ccacaccatc
gaagcactcc
cccaaaggcc
ggtggtgggce
ctacatgctg
caagggcatc
aagggcgttc

tactatgtca

Met Leu Leu Gly g1y Leu Ile Asp Thr Leu Thr Gly Ala Asn Lys Ser

15

Ala Arg Leu 555 Gly Thr val val Leu Met Arg Lys Asn val Leu Asp
30

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4663



Leu
Gly
ASp
65
Trp
Leu
val
Leu
Ser
145
Ala
Tyr
Pro
Leu
Pro
225
Leu
Glu
Lys
Thr
Glu
305
Lys
ASp

Gln

val

ASnN
Lys
50
ASN
val
Thr
val
His
130
Trp
ASN
Arg
Tyr
Gly
210
Arg
Glu
Lys
Ala
Thr
290
Gly
Gln
Ser

Ala

ASn

ASp
35

Gly
Gly
Thr
Phe
Asn
115
Asp
Ile
Asp
Asp
Gin
195
Glu
Arg
Ser
Phe
Ile
275
Pro
Gly
Phe
Leu

Trp

Pro

Phe
val
Gly
Ser
ASp
100
ASn
val
Tyr
Thr
ASp
180
Glu
Gly
Gly
Arg
Gly
260
Thr
Gly
Ile
Pro
Leu
340

Arg

val

Gly
Thr
Arg
Leu
85

Trp
Tyr
Pro
Pro
Tyr
165
Glu
His
Arg
Arg
Leu
245
His
Gln
Glu
Lys
Leu
325
Lys

Thr

Met

Ala
cys
Gly
70

Pro
Glu
His
Gly
Ala
150
Leu
Leu
ASp
Pro
Thr
230
ser
Leu
Gly
Phe
Leu
310
Glin
Leu

Asp

Ile

Thr

Gin

55

Lys

ser

val

Ser

Arg

135

Ala

Pro

Arg

Arg

Ile

215

Glu

Leu

Lys

Ile

ASp

295

Pro

Leu

Pro

Glu

Thr

Ile
40

Leu
val
Leu
Glu
Ser
120
Ser
Asn
Ser
ASn
Ile
200
Leu
Arg
Leu
Thr
Leu
280
Ser
Lys
Ile
val
Glu

360

Arg

Ile
Ile
Gly
Thr
Lys
105
Glu
Gly
Tyr
Gln
Leu
185
Tyr
Gly
Lys
Glu
ser
265
Pro
Phe
val
Lys
Pro
345

Phe

Leu

ASp
ser
Ala
Thr
90

LLeu
Phe
AsSn
Arg
Met
170
Arg
Arg
Gly
Pro
Gln
250
AsSD
Ala
GlIn
Ala
Asp
330
His
Ala

Thr

6/27
Gly

Ser
Glu
75
Gly
Gly
teu
Leu
Tyr
155
Pro
Gly
Tyr
Asn
AsSn
235
Ile
Phe
val
ASp
Ala
315
Leu
Ile

Arg

Glu

Ile
Thr
60

Ala
Glu
val
Leu
Thr
140
Ser
Ala
Asp
ASp
Ser
220
Ala
Tyr
Leu
Arg
Ile
300
Leu
Leu
Ile

Glu

Phe

Gly
45

Ala
Glu
ser
Pro
Lys
125
Phe
Arg
Ala
AsSp
val
205
Asp
Ser
val
Gly
Thr
285
Ile
Glu
Pro
Gln
val

365

Pro

Glu
val
Leu
Lys
Gly
110
Thr
val
val
Leu
GlIn

190

Tyr

AsSp
Pro
Tyr
270
Tyr
Asn
Glu
val
Glu
350

Leu

Pro

Phe Leu
Asp Gln
Glu Gln

80
Phe Gly

95

Ala Ile

Ile Thr

Ala Asn

Phe Phe
160

Lys Pro
175
Gln Gly
AsSn ASp
Pro Tyr
Pro ser
240
Arg Asp
ser Ile
val Asp
Leu Tyr
Leu Arg
320
Gly Gly
Asn Lys

Ala Gly

Lys Ser



Ser
385
Glu
Glu
Phe
Arg
Ile
465
Ser
Trp
Gln
val
Leu
545
Arg

Pro

Lys

ASp
625
GlIn
Leu
val

Ser

Ser
705

370

Leu

His

ser
Leu
Thr
450
Glu
Lys
Glu
Leu

Ile
530
Leu

Gin
Gly
Phe
val

610
Tyr
Tyr
Gln
Gly
val

690

Ala

ASp
Ile
ASn
Ile
435
Leu
Leu
val

Leu
val

515
Ser
Ser
Thr
LysS
Thr
595
Glu
Pro
val
Gly
His
675

Pro

Leu

Pro
Glu
Arg
420
ASp
Phe
Ser
Tyr
Ala
500
Ser
Thr
Pro
Leu
Phe
580
Glu
Asp
Tyr
Ser
ASp
660
Gly

Glu

His

ser
Lys
405
Leu
val
Phe
Glu
Thr

485

Lys

Asn
His
Ile
565
Ala
Gin
Pro
Ala
Glu
645
Thr
ASp

teu

Ala

Lys
390
Asn
Tyr
Asn
Leu
Pro
470
Pro
Ala
Trp
Arg
Tyr
550
AsSn
Leu
Gly
Ser
Ala
630
Tyr
Glu
Leu

Ala

Ala
710

375

Phe
Leu
Ile
ASNn
Arg
455
Ile
val
Tyr
Leu
His
535
Arg
Ala
Gly
Leu
Sser
615
Asp
Leu
val
LysS
Lys

695

val

Gly
Glu
Leu
Leu
440
Gly
Ile
Pro
val
AsSn
520
l.eu
AsSp
Gly
Met
Pro
600
Pro
Gly
Ala
Glin
Asp
680

Ala

Asn

ASp
Gly
Asp
425
Pro
Asp
Gln
ser
Ala
505
Thr
ser
Thr
Gly
Ser
585
Asp
Tyr
Leu
Ile
Ala
665
Ala

Cys

Phe

His
Leu
410
His
Gly
Gly
Gly
Gly
490
val
His
val
Met
Ile
570
Ala
ASp
Lys
Ala
Tyr
650
Trp
Pro

Thr

Gly

7/27

Thr
395
Thr
His
ASn
Arg
Gly
475
ser
Asn
Ala
Thr
Thr
555
Phe
val
Leu
val
Ile
635
Tyr
Trp
Trp

Thr

GlIn
715

380

Ser

.val

Asp
Phe
Leu
460
Leu
val
Asp
val
His
540
Ile
Glu
val
Ile
Arg
620
Trp
Pro
LysS
Trp
Ile

700
Tyr

Thr
Gln
Arg
Ile
445
Thr
Thr
Glu
Ser
Met
525
Pro
ASn
Met
Tyr
Lys
605
Leu
His
ASn
Glu
Pro
685

Ile

Pro

Ile
Gln
Phe
430
Tyr
Pro
Thr
Gly
Gly
510
Glu
val
Ala
Thr
Lys
590
Arg
Leu
Ala
Asp
Thr
670
Lys

Trp

Tyr

Thr
Ala
415
Met
Ala
Leu
Ala
Trp
495
Trp
Pro
His
Leu
val
575
Asp
Gly
val
Ile
Gly
655
Arg
Met

Ile

Ala

Ala
400
Leu
Pro
Thr
Ala
Lys
480
val
His
Phe
Lys
Ala
560
Phe
Trp
Met
Ser
Glu
640

val

Glu

Gly

Gly



Phe

Gly

Leu
Arg
785
Lys
Met

Pro

Ala

Leu
Thr
His
Glu
770
ASp
Arg
ASn

Tyr

Gly

Pro
Glu
Thr
755
val

Thr

Phe

Met
835

Leu

Asn
Glu
740
Ile
Leu
Pro
Ser
Asp
820

Leu

Thr

Arg
725
Tyr
Thr
Ser
Glu
Asp
805
Pro

Leu

Ala

Pro Thr

Ala Glu
Sser GlIn

His
775

Lys

Trp Thr

790

Arg Leu

Glu Leu
Tyr Pro

Lys Gly

val
Leu
Ile
760
Ser
Ser
val
Lys
Asn

840

Ile

Ser
Glu
745
Gln
ser
ASp
Glu
Asn
825

Thr

Pro

Arg
730
Arg
Thr
ASp
Pro
Ile
810
Arg

Ser

Asn

8/27

Arg Arg Met Pro Glu Pro

Asp

Ile

Glu

Lys

795

Glu

Asn

Asp

ser

Pro
Ile
Leu
780
Ala
Ser
Gly
His

Ile

Glu
Gly
765
Tyr
Leu
Lys
Pro
LysS

845

Ser

Arg
750
val
Leu
Glu
val
Ala
830

Gly

Ile

735

Ala
Ser
Gly
val
val

815

Lys

Phe
Leu
Gln
Phe
800
Gly

Phe

Ala

<210> 10
<211>
<212> DNA

<213>

<400> 10
agtgaaaaac

agaacaagat
ggctcaaggg
ccaccatcat
gctccaccgce
tggagcagtg
cctrcgactyg
acagctccga
accrcacctt
Tcrrcttege
gcgacgacga
accgcatcta

gcaactccga

2818

Hordeum vulgare

agtgtgctgg
gctgcrggga
cacggtggtg
cgacggcatc
cgtcgaccaa
ggtgacgagc
ggaggtggag
gttcctgctt
cgtcgccaac
caacgacacg
gctccggaac
ccgctacgac

ccacccttac

tgccattggt
gggctgatcg
ctcatgcgca
ggcgagtrcc
gacaacggcg
ctgcegtege
aagctcgggg
aaaaccatca
tcatggatct
tacctgccga
ctgcgtggcg
gtctacaacg

ccgcgeegeg

tggagcagtg
acaccctcac
agaacgtgct
tcggcaaggg
gtcgcgggaa
tgacgacggg
tgccgggegce
ccctccacga
acccecgeege
gccagatgec
acgaccagca
acctcggega

gccgcacgga

860

aaagcgagga
9ggggcgaac
ggacctcaac
cgtcacctgce
ggtgggegeg
ggagtccaag
catcgtcgtc
cgtccecggce
caactaccga
ggcggcgetg
gggcccgtac
gggccgeccc

gcgcaagcecc

gaggaggcca
aagagcgccec
gacttcggceg
cagcttatca
gaggcggagc
ttcggectca
aacaactacc
cgcagcggca
tacagccgceg
aagccgtacc
caggagcacg
atcctecggeg

aacgccagceg

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



acccgagcct
agttcggcca
gcatcctgcec
aggacatcat
agctccgtaa
ccctgcttaa
acgaggagtt
cggagttccc
tcacggcgga
gcaacaggct
acaacctgcc
gcaggctcac
cggccaagag
agctcgccaa
ggctgaacac
tgacgcaccc
cgctggcgeg
gcaagttcgc
gactgccgga
aggtgcggtt
ccattgagca
agggcgatac
tcaaggacgce
ccaccatcat
acgecggggrt
cggaggagta
gccagatcca
acgagctgta
aggtgttcaa
accatgaccc
accccaacac

acagcatctc

ggagagccgg
cctcaagacg
ggccgtgege
caacctctat
gcagttcccg
gctcceccgtg
cgcacgggag
gccaaaaagt
gcacatagag
gtacatcctt
cggcaacttc
gccgetegcec
caaggtttac
ggcctacgtc
tcacgcggtg
ggtgcacaag
gcagacgctc
grtggggatg
cgatctcatc
gctggtgtcg
gtacgtgagc
ggaggtgcag
cccatggtgg
ctggatcggg
cctcccgaac
cgcggagctg
gaccatcatc
cctcgggeag
gcggttcage
ggagctcaag
ctccgaccac

catctaatct

ctgtcgctge
tccgacttcec
acctacgtgg
gagggcggca
ctccagctca
ccccacatca
gtgctcgecg
agtctggacc
aagaacctcg
gatcaccatg
atctacgcca
atcgagctga
acgeceggrge
gccgtcaatg
atggagccgt
ctgctgagec
atcaacgccg
tcggecgtgg
aagaggggca
gactacccgt
gagtacctgg
gcgtggtgga
cccaagatgce
tcggegetge
cggccgacgg
gagcgcgacc
ggcgtgtcgc
cgggacacgc
gaccggctgg
aaccgcaacg
aagggcgeceg

aagccatcgg

9/27
tggagcagat
tgggctactc
acaccacccce
tcaagctgcc
tcaaggacct
tccaggagaa
gcgtcaaccc
ctagcaagtt
agggcctcac
accggttcat
cgaggaccct
gcgagcccat
ccagcggetce
actccgggtg
tcgtgatctc
cgcactaccg
gcggcatctt
tgtacaagga
tggcggtgga
acgcggegga
ccatctacta
aggagacgcg
aaagtgtgcc
atgcggcagt
tgagccggeg
cggagcgggc
tgctggaggt
cggagtggac
tggagatcga
gcccggetaa
ctgccgggct

caaccatgga

ctacgtgceg
catcaaggcc
cggcgagttc
caaggtggcc
cctceceegte
caagcaggcg
ggtcatgatc
tggtgaccac
ggtgcagcag
gcecgttectg
Cttcttcctg
catccagggc
cgtcgaaggc
gcaccagctce
gacgaaccgg
cgacaccatg
cgagatgacg
ctggaagttc
ggacccgtcg
cgggctggceg
cccgaacgac
cgaggtcggg
ggagctggcc
caacttcggg
ccgcatgecg
cttcatccac
gctgtcgaag
ctcggaccca
gagcaaggtg
gtttccctac
taccgccaag

tgaataaagg

cgggacgaga
atcacgcagg

gactccttcc

gcccrggagg
ggcggcgact
tggaggaccg
acgcgtctca
accagcacca
gcgctggaaa
atcgacgtca
cgcggcegacg
ggccttacca
tgggtgtggg
gtcagccact
caccttageg
accatcaacg
gtgttcccgg
accgagcagg
agcccgtaca
atctggcacg
ggcgtgetgce
cacggcgacc
aaggcgtgca
cagtacccct
gagcccggea
accatcacga
cactcctecg
aaggccctgg
gtgggcatga
atgcrgctct
ggcatcccca

gcgttecgeca

840

900

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



10/27

cgtacgaaac ttgtcgagag attggtgtag tgtgtgtctg tgacagtact atgtcagcag

ttgcrctrtta agccgaataa ataaagcaga tttgcttcca aaaaaaaaaad aaaaaaaa

<210> 11
<211> 4663
<212> DNA
<213>

<220>

Hordeum vulgare

<221> variant

<222>

<223> .n“znamena a, ¢, t alebo g kédujuci kysla, zasaditu alebo polarnu

(2346)..(2348)

aminokyselinu

<400> 11
cagccccatg

atgggcgatc
accgtecegeg
gcgecacacc
gcagctectc
tgtgctggtg
tgctgggagg
cggtggtrgct
acggcatcgg
tcgaccaagg
tctrtegtgt
aggatagcta
gagacaacag
gacaaagcaa
cacgtcaaaa
cagcaggcta
gtagtagcca

agggtacgtg

catgcacatg
acccgtrcacg
cgcagcacgt
accgggaccg
acacacactc
ccattggttg
gctgatcgac
catgcgcaag
cgagttcctc
taatcactac
gggccggcgg
gccctggecg
catgcatgca
cacaacaagc
gcaacacaaa
taaacagttg
tgaaaaatta

gcatgtatag

cacatgcaca
ggaccggagce
ggagagcacg
gacccggacc
acgcaacaca
gagcagtgaa
accctcacgg
aacgtgctgg
ggcaagggtyg
ccteectecgg
ccatggatgg
gtcgtcttta
tggtgegege
aaggacgaca
cctaaactaa
tcatcaaaaa
aatcaccggg

ttcttgtaag

tgcacatgca
gcgccatgeg
tcgecgtecg
ggcctataaa
catccatctet
agcgaggaga
gggcgaacaa
acctcaacga
tcacctgeca
cctrcrectce
atggatgtgt
cctgageatg
accagaccac
cgtcaaaagc
agcacaaaga
caacgctgga
cgttgctctt

taaactaagc

gtgcagccaa
aagcacgagg
atccatctct
trgcccggac
cactgaaaag
ggaggccaag
gagcgceegg
cttcggegec
gcttatcagce
tgtttacaag
ctggatcggce
ggcatatgcc
gcagagcacc
aacacaacaa
cgtaagagca
agagagagag
tgcccaacaa

atgtgatatg

gcaccgcteg
agggcacgtc
ccaaagccga
cgagctgcaa
tgaaaaacag
aacaagatgc
ctcaagggca
accatcatcg
tccaccgecg
atatagtatt
taaagaagat
atcgaaaaaa
ggatgctcga
gcaaggacgg
agcacacaat
aaggaaggaa
ttaatcaagc

agaaggtacg

2760
2818

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

1020
1080



tggtggtgca
ggtgacgagc
ggaggtggag
gttcctgctt
cgtcgccaac
caacgacgtg
ttcatggtcg
cttagcagta
tcgacacaag
aactgttgca
ctagccacat
taaaaagaaa
agatatgcaa
taagatttca
atgtagtcta
taactttrrta
tgccggeggce
agcagggccc
gcgagggcecg
cggagcgcaa
agatctacgt
actccatcaa
ccceceggega
tgcccaaggt
acctrcctecc
agaacaagca
acccggtcat
tggtgtccat
gcatgcatgc
accagcacca
gtaattggtc

gataatttgg

gacaacggcg
ctgcecgtege
aagctcgggg
aaaaccatca
tcatggatct
cgtggatttt
atcattaagt
cgtacattat
attgaatgaa
cggatccacc
ctagatgcat
aggaaaaaaa
tatttatctt
ctatggacaa
taataaaatc
atagtaatgt
gctgaagccg
gtaccaggag
ccccatectc
gcccaacgec
gccgcgggac
ggccatcacg
gttcgactcc
ggccgecectg
cgtcggegge
ggcgtggagg
gatcacgcgt
ggtgagaaag
aggagttccc
tcacggcgga
caagccatcg

ctrcgttgea

gtcgcgggaa
tgacgacggg
tgccgggcge
ccctccacga
accccgeege
cctctacttt
cttgccagga
ttattccgtg
agttgcaccg
cacatgattg
gtcacataat
tactcacata
acatctaaac
catacgaaac
tttaaaagat
tgcacggctce
taccgcgacg
cacgaccgca
ggcggcaact
agcgacccga
gagaagttcg
cagggcatcc
ttccaggaca
gaggagctcc
gactccctgce
accgacgagg
ctcacggtga
tgcagatctt
gccaaaaagt
gcacatagag
acatcaacta

attaatttga
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ggtgggcgeg
ggagtccaag
catcgtcgtc
cgtccecggce
caactaccga
cctctectte
caatagatga
ttggtagaaa
tggcaccgtg
ttttcatgaa
tattgcatac
tctcgacgta
ctttcttcat
aaaatcagtg
cgtatatttt
cacactcgca
acgagctccg
tctaccgeta
ccgaccaccce
gcctggagag
gccacctcaa
tgccggecgt
tcatcaacct
gtaagcagtt
ttaagctccc
agttcgcacg
gtcagcgatt
gatttgcgtt
agtctggacc
aagaacctcg
tgatttacct

tgcrggccga

gaggcggagc
ttcggectca
aacaactacc
cgcagcggca
tacagccgeg
cattttcacc
tgagctagga
aggatatggt
gcagcgtggt
taaacttttt
caaaacgatt
agatcaatga
tcttaaatat
gatctctcta
gcaacggagg
gacgtacctg
gaacctgcgt
cgacgtctac
ttacccgege
ccggetgtcg
gacgtccgac
gcgcacctac
ctatgagggc
cccgetccag
cgtgccccac
ggaggtgctc
atttgttcat
gggtcgcatg
ctagcaagtt
agggcctcac
aggagtaatt

tcaagtgatc

tggagcagtg
ccttrcgactg
acagctccga
acctcacctt
tcttcttege
gccttegtea
gtggttacca
ttggtgcaga
aggtgaaaat
aaggatgtgt
aaattaagca
tatagtattt
aagacatttg
tgcattcatt
gagtaaaaca
ccgagccaga
ggcgacgacc
aacgacctcg
cgcggeegea
ctgctggage
ttcctggget
gtggacacca
ggcatcaagc
ctcatcaagg
atcatccagg
gcennngtca
tgtgtgtgta
cacgcatgct
tggtgaccac
ggtgcagcag
ggtagctgta

gtattgggtet

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000



tgaaatttgc
atgccgtrcc
cterrcttec
atcatccagg
tccgtrcgaag
tggcaccagce
tgcacaacaa
gatggagccg
gcrgctgagce
catcaacgcc
gtcggccgtg
caagaggtac
ctgacaggaa
tacaaggtgc
cacgccattg
ctgcagggcg
gacctcaagg
tgcaccacca
cccracgegg
ggcacggagg
acgagccaga
Tccgacgagce
ctggaggtgt
atgaaccatg
crcracccca
cccaacagcea
gccacgtacg

gcagttgctc

<210> 12

<211> 862
<212> PRT

<213>

aggcgctgga
tgatcgacgt
tgcgeggcega
gcggecttac
gctgggtgty
tcgtcagceca
ctgatcgaaa
ttcgtgatct
ccgcactacc
ggcggeatct
gtgtacaagg
gtacctggta
cgtggtaaaa
ggtrrgctggt
agcagtacgt
atacggaggt
acgccccatg
tcatctggat
ggrtcctecce
agtacgcgga
tccagaccat
tgracctcgg
tcaagcggtt
acccggagcet
acacctccga
tctccatcta
aaacttgtcg

ttraagccga

aagcaacagg
caacaacctg
cggcaggctc
cacggccaag
ggagctcgcec
ctggtacgtt
tatgattgat
cgacgaaccg
gcgacaccat
tcgagatgac
actggaagtt
aatgttatga
aaaatgcagg
gtcggactac
gagcgagtac
gcaggcegtgg
gtggcccaag
c€gggtcggcg
gaaccggccg
gctggagegce
catcggegtg
gcagcgggac
cagcgaccgg
caagaaccgc
ccacaagggc
atctaagcca
agagattggt

ataaataaag

Hordeum vulgare
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ctgtacatcc
cccggcaact
acgccgceteg
agcaaggttt
aaggcctacg
ctccacggtc
tgaaacgcgce
gcaccttagc
gaccatcaac
ggrgtrcccg
caccgagcag
atgtgtaaaa
ggcatggcgg
ccgtracgcegg
ctggccatct
tggaaggaga
atgcaaagtg
ctgcatgcgg
acggtgagcc
gacccggagc
tcgctgetgg
acgccggagt
ctggtggaga
aacggcccgg
gccgetgecg
tcggcaacca
gtagtgtgtg
cagatttgct

ttgatcacca
tcatctacgc
ccatcgagct
acacgccggt
tcgccgtcaa
gatgtgattc
aggctgaaca
gtgacgcacc
gcgerggege
ggcaagttcg
ggactgcegg
caaattgggc
tggaggaccc
cggacgggct
actacccgaa
cgcgcgaggt
tgccggaget
cagtcaactt
ggcgccgeat
gggccttcat
aggtgctgrc
ggacctcgga
tcgagagcaa
ctaagtttcc
ggcttaccgce
tggatgaata
tctgtgacag

tcc

tgaccggttce
cacgaggacc
gagcgagccc
gcccagcggce
tgactccggg
agtcagtcga
ctcacgcggt
cggtgcacaa
ggcagacgct
cgtrggggat
acgatctcat
gtctcgctca
gtcgagcccg
ggcgatctgg
cgacggcgtg
cgggcacggc
ggccaaggcg
cgggcagtac
gccggagecc
ccacaccatc
gaagcactcc
cccaaaggcc
9g9tggtgggc
ctacatgctg
caagggcatc
aagggcgrtc

tactatgtca

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4663
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<220>

<221> variant
<222> (368)..(368)

<223> ,Xaa" znamena kyslu, zasaditu alebo polarnu aminokyselinu

<400> 12

Met Leu Leu Gly Gly Leu Ile Asp Thr Leu Thr Gly Ala Asn Lys Ser
1 5 10 15

Ala Arg Leu Lys Gly Thr val val Leu Met Arg Lys Asn ga] Leu Asp
20 25 0

Leu Asn Asp Phe Gly Ala Thr Ile Ile Asp Gly Ile Gly Glu Phe Leu
35 40 45

Gly Lys Gly val Thr Cys GIn Leu Ile Ser Ser Thr Ala val Asp Gln
50 55 60

Asp Asn Gly Gly Arg Gly Lys val Gly Ala Glu Ala Glu Leu Glu GIn
65 70 75 80

Trp val Thr Ser Leu Pro Ser Leu Thr Thr Gly Glu Ser Lys Phe Gly
85 90 95

teu Thr Phe Asp Trp Glu val Glu Lys Leu Gly val Pro Gly Ala 1le
100 105 110

val val Asn Asn Tyr His Ser Ser Glu Phe Leu Leu Lys Thr Ile Thr
115 120 125

Leu His Asp val Pro Gly Arg Ser Gly Asn Leu Thr Phe val Ala Asn
130 135 140

Ser Trp Ile Tyr Pro Ala Ala Asn Tyr Arg Tyr Ser Arg val Phe Phe
145 150 155 160

Ala Asn Asp Thr Tyr Leu Pro Ser Gln Met Pro Ala Ala Leu LyS Pro
165 170 175

Tyr Arg Asp Asp Glu Leu Arg Asn Leu Arg Gly Asp Asp GIn GIn Gly
180 185 190

Pro Tyr GIn Glu His Asp Arg Ile Tyr Arg Tyr Asp val Tyr Asn Asp
195 200 205

Leu Gly Glu Gly Arg Pro Ile Leu Gly Gly Asn Ser Asp His Pro Tyr
210 215 220

Pro Arg Arg Gly Arg Thr Glu Arg Lys Pro Asn Ala Ser Asp Pro Ser
225 230 235 240

Leu Glu Ser Arg Leu Ser Leu Leu Glu GIn Ile Tyr val Pro Arg Asp
245 250 255

Glu Lys phe Gly His Leu Lys Thr Ser Asp phe Leu Gly Tyr Ser Ile



Lys
Thr
Glu
305
Lys
ASp
GIn
val
Ser
385
Glu
Glu
Phe
Arg
Ile
465
Ser
Trp
Gln
val
Leu
545
Arg

Pro

Lys

Ala
Thr
290
Gly
Gin
Ser
Ala
ASN

370

Leu

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

Gly

Phe

Ile
275
Pro
Gly
Phe
Leu
Trp
355
Pro
ASp
Ile
Asn
Ile
Leu
Leu
val
Leu
val
515
Ser
Ser
Thr

LysS

Thr
595

260

Thr
Gly
Ile
Pro
Leu
340
Arg
val

Pro
Glu
Arg
420
ASD
Phe
Ser
Tyr
Ala
500
Ser
Thr
Pro
Leu
Phe

580
Glu

Gln
Glu
Lys
Leu
325
LysS
Thr
Met
ser
Lys
405
Leu
val
Phe
Glu
Thr
485
Lys
His
Asn
His
Ile
565

Ala

Glin

Gly
Phe
Leu
310
Gln
Leu
Asp
Ile
Lys
390
AsSn
Tyr
ASn
tLeu
Pro
470
Pro
Ala
Trp
Arg
Tyr
550
Asn

Leu

Gly

Ile
AsSp
295
Pro
Leu
Pro
Glu
Thr
375
Phe
Leu
Ile
ASn
Arg
455
Ile
val
Tyr
Leu
His
Arg
Ala

Gly

Leu

Leu
280
ser
Lys
Ile
val
Glu
360
Arg
Gly
Glu
Leu
Leu
440
Gly
Ile
Pro
val
Asn
520
Leu
Asp
Gly

Met

Pro
600

265

Pro
pPhe
val
Lys
Pro
345
Phe
Leu
AsSp
Gly
ASp
425
Pro
AsSp
Gln
Ser
Ala
505
Thr
Ser
Thr
Gly
Ser

585

ASp

Ala
Gln
Ala
ASp
330
His
Ala
Thr
His
Leu
410
His
Gly
Gly
Gly
Gly
490
val
His
val
Met
ITe
570

Ala

ASD

14/27
val Arg
Asp Ile

300

Ala Leu
315

Leu Leu
Ile Ile
Arg Glu
Glu Phe

380

Thr Ser
395
Thr val
His Asp
Asn Phe
Arg Leu
460
Gly Leu
Ser val
Asn ASp
Ala val
Thr His

540
Thr Ile
555
Phe Glu

val val

Leu Ile

Thr
285
Ile
Glu
Pro
GIn
val
365
Pro
Thr
Gln
Arg
Ile
445
Thr
Thr
Glu
Ser
Met
525
Pro
Asn
Met

Tyr

Lys
605

270

TYyr
Asn
Glu
val
Glu
350
Leu
Pro
Ile
Gln
Phe
430
Tyr
Pro
Thr
Gly
Gly
510
Glu
val
Ala
Thr
Lys

590

Arg

val
Leu
Leu
Gly
AsSn
Ala
Lys
Thr
Ala
415
Met
Ala
Leu
Ala
Trp
Trp
Pro
His
Leu
val
575

Asp

Gly

ASp
Tyr
Arg
320
Gly
Lys
Xaa
ser
Ala
400
Leu
Pro
Thr
Ala
Lys
480
val
His
Phe
Lys
Ala
560
Phe

Trp

Met



Ala
ASp
625
GIn
Leu
val
ser
ser
705

Phe

Gly

Lys

Met

Pro

Ala

val
610
Tyr
Tyr
Gln
Gly
val
690
Ala

Leu

Thr

Glu
770
Asp
Arg
Asn

Tyr

Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>
cgctacgacg tctacaacga

<210>

Glu
Pro
val
Gly
His
675
Pro
Leu
Pro
Glu
Thr
755
val

Thr

Phe

Met
835

Leu

13

20

DNA

13

14

ASp
Tyr
ser
Asp
660
Gly
Glu
His
Asn
Glu
740
Ile
Leu
Pro
Ser
Asp
820

Leu

Thr

Pro
Ala
Glu

645
Thr

ASp
Leu
Ala
Arg
725
Tyr
Thr
ser
Glu
Asp
805
Pro

Leu

Ala

Ser
Ala
630
Tyr
Glu
Leu
Ala
Ala
710
Pro
Ala
Ser
Lys
Trp
790
Arg
Glu

Tyr

Lys

Hordeum vulgare

Ser
615
ASp
Leu
val
Lys
Lys
695
val
Thr
Glu
Gln
His
775
Thr
Leu
Leu

Pro

Gly

Pro
Gly
Ala
GIn
Asp
680
Ala
Asn
val
Leu
Ile
760
Ser
Ser
val
Lys
Asn

840

Ile

Tyr
lLeu
Ile
Ala
665
Ala
Cys

Phe

Glu
745
Glin
Ser
Asp
Glu
AsSn
825

Thr

Pro

LYyS
Ala
Tyr
650
Trp
Pro
Thr
Gly
Arg
730
Arg
Thr
Asp
Pro
Ile
810
Arg

Ser

Asn

15/27

val
Ile
635
Tyr
Trp
Trp
Thr
Gln
715
Arg
ASp
Ile
Glu
Lys
795
Glu
Asn

Asp

Ser

Arg
620
Trp
Pro
Lys
Trp
Ile
700
Tyr
Arg
Pro
Ile
Leu
780
Ala
Ser
Gly
His

Ile
860

Leu
His
ASn
Glu
Pro
685
Ile
Pro
Met
Glu
Gly
765
Tyr
Leu
Lys
Pro
Lys

845

Ser

Leu
Ala
Asp

Thr
670

Lys
Trp
Tyr
Pro
Arg
750
val
Leu
Glu
val
Ala
830

Gly

Ile

val
Ile
Gly
655
Arg
Met
Ile
Ala
Glu
735
Ala
ser
Gly
val
val
815

Lys

Ala

Ser
Glu
640
val
Glu
Gln
Gly
Gly
720
Pro

Phe

Leu

Phe
800
Gly

Phe

Ala



Hordeum vulgare

<211> 20
<212> DNA
<213>
<400> 14

cagactactt tttggcggga

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Phe
1

Lys Asn
Asn Ala

Lys Ala
50

Glu Gly
65

Phe Asn
Phe Tyr
Thr Leu
Ser Trp

130
Ala Asn
145
Tyr Arg

Arg Lys

Gly Asn

15
839

PRT

Glycine max

15

Ser

Glu

Phe

35

ASp

Ile

Ile

Ile

Glu

115

val

His

Glu

Glu

Pro
195

Ala
Leu
20

Leu
Ala
Asn
His
Lys
100
Ala
Tyr
Thr
Glu
Tyr

180

ASp

Gly
5
Glu
Gly
HisS
Thr
Phe
85
AsSn
Ile
ASn
Tyr
Glu
165

Asp

Lys

His
val
Arg
Gly
Ser
70

Glu
Tyr
Ser
Thr
val
150
Leu

Arg

Ser

Lys

ASn

Ser

Met
ASn
Lys
135
Pro
Lys

Ile

Glu

Ile
Pro
val
40

Gly
Pro
ASp
GIn
Gln
120
Leu
Ser
ser

Tyr

Lys

Lys
ASp
25

Ser
LyS
Thr
Gly
val
105
Gly
Tyr
Glu
Leu
ASp

185

Leu

Gly
10

Gly
Leu
val
Leu
ser
90

Glu
Thr
Lys
Thr
Arg
170

Tyr

Ala

16/27

Thr
Ser
Gln
Gly
Gly
75

Met
Phe
Ile
Ser
Pro
155
Gly

ASp

Arg

val
Ala
Leu
Lys
60

Ala
Gly
Phe
Arg
val
140
Ala
ASn

val

Pro

val
val
Ile
45

AsSp
Gly
Ile
Leu
Phe
125
Arg
Pro
Gly

Tyr

val
205

Leu

Asp

30

ser

Thr

Glu

Pro

Lys

110

val

Ile

Leu

Thr

Asn

1390

Leu

Met
15
Asn
Ala
Phe
ser
Gly
95
ser
Cys
Phe
val
Gly
175

Asp

Gly

Pro
Leu
Thr
Leu
Ala
80

Ala
Leu
Asn
Phe
ser
160
Glu

Leu

Gly

20



Ser
Thr
225

Pro

Ala
val
Ser
305
Gly
Gln
Gly
Ser
Ala
385
Ser
val
Thr
Glu
Gln
465
Leu
Met
Ala

Thr

Ser

ser
210
val

Arg
Gly
Phe
His
290
Thr
Gln
Ser
val

ASnN
370
ASp
Arg
Arg
Ile
Leu
450
val
Ala
Ser
Thr
Pro

530

Leu

Thr
Thr
ASp
Thr
Asp
275
Asp
Ile
His
Ala
Asn
355
Leu
Ser
Arg
Gln
Leu
435
Ser
val
Lys
His
His
51S
His

Ile

Phe
ASp
Glu
Lys
260
Leu
Leu
Ile
Ile
Trp
340
Pro
Asp
Leu
Leu
Ile
420
Phe
Leu
L.eu
Ala
Trp
500
Arg

Tyr

Asn

Pro

Pro

Asn

245

sSer

Lys

Tyr

Pro

Leu

Met

Cys

Pro

Asp

Phe

405

Asn

Leu

Pro

Pro

Tyr

485

Leu

His

Arg

Ala

TYyr
Asn
230
Leu
Leu
Ser
Glu
Leu
310
Lys

Thr

val

Leu
390
Met
Gln
Arg
His
Ala
470
val
ASn
Leu

Asn

Asn

Pro
215
Thr
Gly
Ser
Thr
Gly
295
Pro
Phe
ASp
Ile
Ile
375
ASD
Leu
Leu
Glu
Ser
455
Lys
Ile
Thr
ser
ASn

535
Gly

Arg
Glu
His
GIn
Pro
280
Gly
val
Pro
Glu
Arg
360
Tyr
Gly
AsSp
Asn
Asp
440
Ala
Glu
val
His
val
520

Met

Ile

Arg
Lys
Leu
Ile
265
I1le
Ile
Ile
Gln
Glu
345
Gly
Gly
Tyr
Tyr
Ser
425
Gly
Gly
Gly
AsSn
Ala
505
Leu

Asn

Ile

Gly

LysS
Lys
Pro
330
Phe
Leu
Asp
Thr
His
410
Ala
Thr
ASp
val
ASp
490
Ala
His
Ile

Glu

17/27

Arg
Gly
235
Ser
Gln
Phe
Leu
Glu
315
His
Ala
Glu
GlIn
Met
395
Asp
Lys
Leu
Leu
Glu
475
sSer
Met
Pro

Asn

Thr

Thr
220
Glu
Lys
Pro
His
Pro
300
Leu
val
Arg
Glu
Ser
380
Asp
Ile
Thr
Lys
Ser
460
Ser
Cys
Glu
Ile
Ala

540

Thr

Gly
val
Asp
Ala
Ser
285
Arg
Tyr
val
Glu
Phe
365
Ser
Glu
Phe
Tyr
Pro
445
Ala
Thr
Tyr
Pro
Tyr
525

Leu

Phe

Arg
Phe
Ala
Phe
270
Phe
Asp
Arg
Gln
Met
350
Pro
Lys
Ala
Met
Ala
430
val
Ala
Ile
His
Phe
510
Lys

Ala

Leu

Gly
TYyr
Leu
255
Glu
Gln
val
Thr
val
335
Ile
Pro
Ile
Leu
Pro
415
Thr
Ala
val

Trp
Gln
495
val

Leu

Arg

Pro

Pro
val
240
Glu

ser

Asp

Asp
320
ser
Ala
Lys
Thr
Gly
400
Tyr
Arg
Ile
Ser
Leu
480
Leu
Ile
Leu

Gln

Ser



545

Lys Tyr

Thr Asp

Lys ASp

Pro Tyr
610

val Gln
625

Asn ASp

His Gly

Glu Asp

Leu His
690

Met Asn
705

Pro Glu

Thr Ile

Ile Leu

Asn Pro
770

Phe Gly
785

ASn ASp

Tyr Thr

Ile Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

Ser

GIn

Pro

595

Ala

Glu

ser

ASD

Leu

675

aAla

Arg

Tyr

Thr

ser

755

His

AsSn

Pro

Leu

AsSn

835

16

865

PRT

val
Ala
580

ser

Tyr

Glu

Leu

660

val

Ala

Pro

Glu

Ser

740

Thr

Trp

Lys

ser

Leu

820

Ser

Glu
565
Leu
Thr
Asp
val
Leu
645
Lys
Glu
val
Thr
Glu
725
Lys
His
Thr
Leu
Leu
805

Tyr

Ile

Glycine max

550

Met
Pro
Pro
Gly
pPro
630
Gln
Asp
val
ASn
Ala
710
Met
Leu
Ala
Ser
Lys
790
Gln

Pro

Ser

ser
Ala
His
Leu

615

Leu

Lys
Cys
Phe
695
Ser
Ile
Pro
ser
ASp
775
Glu
Gly

ser

Ile

Ser
Asp
Gly
600
Glu
Tyr
Trp
Pro
Leu
680
Gly
Arg
ASn
Thr
ASp
760
Ser
Ile

Asn

ser

Ala
Leu
585

val

Tyr

Trp

Trp

665

GlIn

Arg

Asn

Leu

745

Glu

Lys

Glu

Arg

Glu
825

18/27

555

val Tyr Lys

570

Ile
Arg
Trp
Ala
Lys
650
Trp
Ile
Tyr
Leu
His
730
Ile
val
Ala
Glu
Leu

810

Glu

Lys
Leu
Ala
Arg
635
Glu
Pro
Ile
Pro
Leu
715
Glu
Ser
Tyr
Leu
Lys
795

Gly

Gly

Arg
Leu
Ala
620
ASp
Ala
Lys
Trp
Tyr
700
Pro
Lys
Leu
Leu
Gln
780
Leu

Pro

Leu

Asn
Gly
Ile
605
Ile
Asp
val
Leu
Ile
685
Gly
Glu
Ala
Ser
Gly
765
Ala
val

val

Thr

Trp
val
590
Glu
Lys
Asp
Glu
Gln
670
Ala
Gly
Lys
Tyr
val
750
Gln
Phe
Arg

Gln

Phe
830

val
575
Ala
Asp
Thr
val
Lys
655
Thr
Ser
Leu
Gly
Leu
735
Ile
Arg
Glin
Arg
Leu

815

Arg

560

Phe
Ile
Tyr
Trp
LysS
640
Gly

Leu

Ala

Thr
720
Arg
Glu
ASp
Lys
Asn
800

Pro

Gly



<400>

Met
1
His
Phe
Gly
Phe
65

Leu

Ile

Glu
145
val
H1sS
Glu
Glu
Pro
225
Thr
LYys
Glu

Lys

Leu
305

Phe

Lys

Asn

Thr

50

Leu

Ala

Ile

Gln

Lys

130

ASp

Tyr

Thr

Glu

His

210

Asp

His

Asp

AsSn

Ser

290

Asn

16

Ser
Ile
Ser
35

Gly
Gly
AsSn
val
Phe
115
AsSn
val
ASn
Tyr
Glu
195
ASp
His
Pro
Gln
Phe
275

Leu

Phe

val
Lys
20

val
Leu
Arg
Gly
Ser
100
Glu
Tyr
Pro
Thr
val
180
Leu
Arg
Gly
Tyr
Asn
260
Gly

ser

Thr

Pro Gly
Gly Thr
Ala Asp
Asn val
ser val

70

Lys Gly
85

Leu Pro
Trp Asp
Met Gln
Asn Gln

150

Lys Leu
165

Pro Ser
Lys Asn
Ile Tyr
Glu Asn

230

Pro Arg
245

Ser Glu
His Leu

GIn Tyr

Pro Asn
310

val
val
Leu
val
55

Ala
Lys
Thr
Glu
val
135
Gly
Tyr
Glu
Leu
ASp
215
Phe
Arg
Lys
LyS
val

295
Glu

Ser
val
Thr
40

Gly
Leu
val
Leu
Ser
120
Glu
Thr
Lys
Thr
Arg
200
Tyr
Ala
Gly
Pro
Ser
280

Leu

Phe

Gly
lL.eu
25

Lys
ser
GIn
Gly
Gly
105
Met
Phe
Ile
Ser
Pro
185
Gly
Asp
Arg
Arg
Gly
265
Ser

Pro

Asp

Ile
10

Met
Gly
Thr
Leu
Lys
90

Ala
Gly
Tyr
Arg
val
170
Ala
Asp
val
Pro
Thr
250
Glu
Asp

Ala

Ser

19/27

Leu
Arg
ASn
Leu
Ile
75

ASp
Gly
Ile
Leu
Phe
155
Arg
Ala
Gly
Tyr
Ile
235
Gly
val
Phe

Phe

Phe
315

Asn
Lys
val
ASp
60

ser
Thr
Glu
Pro
Lys
140
val
Ile
Leu
LyS
Asn
220
Leu
Arg
Tyr
Leu
Glu

300
GlIn

Arg
Asn
Gly
45

ASn
Ala
Phe

ser

Gly
125
Ser
Cys
Phe
val
Gly
205
Asp
Gly
TYyr
val
Ala
285

Ser

Asp

Gly Gly Gly

val
30

Gly
Leu
Thr
Leu
Ala
110
Ala
Leu
Asn
Phe
Gly
190
Glu
Leu
Gly
Pro
Pro
270
Tyr

val

val

15

Leu
Leu
Thr
Lys
Glu
95

Phe
Phe
Thr
Ser
Ala
175
Tyr
Arg
Gly
Ser
Thr
255
Arg
Gly

Phe

Arg

Asp
Ile
Ala
Pro
80

Gly
Asn
Tyr
Leu
Trp
160
Asn
Arg
Lys
Asn
sSer
240
Arg
Asp

Ile

Asp

320



Leu

Met

val

Trp

Pro

385

AsSp

Leu

Leu

Leu
465
Pro
Pro
Tyr
Leu
H1s
545
Arg
Ala
Glu
Leu
Ala
625

ASD

val

His
Pro
Leu
Met
370
Cys
Pro
Asp
Phe
Asn
450
Arg
His
Ala
val
AsSn
530
Leu
Asp
ASp
Met
Pro
610
Pro

Gly

Ser

Glu
Leu
Lys
355
Thr
val
Thr
Leu
Met
435
Gln
Glu
Pro
Lys
val
515
Thr
Ser
Thr
Gly
Ser
595
Ala
His
Leu

Leu

Gly
Pro
340
phe
ASp
ile
Ile
Asp
Leu
Thr
Asn
Ala
Glu

500

val

Met
Ile
580
Ser
ASp
Gly

Glu

Tyr

Gly
325
val
Pro
Glu
Arg
Tyr
405
Gly
ASp
Tyr
Gly
Gly
485
Gly
ASD
ala
Leu
ASN
565
Ile
Ala
Leu
Leu
Ile

645

Tyr

Ile
val
Pro
Glu
Gly
390
Gly
Tyr
Tyr
Ala
Thr
470
ASp
val
ASp
val
His
550
Ile
Glu
val
Ile
Arg

630

Trp

Lys
Lys
Pro
Phe
375
Leu

Glu

Thr

Lys

Leu

Leu

Glu

Ser

Asn

Lys

Tyr

Leu

Ala

Arg

Leu
Glu
His
360
Ala
Gln
Gln
val
ASp
440
Ala
Lys
ser
Ser
Cys
520
Glu
Ile
Ala
Ser
Lys
600
Arg
Leu

Ala

Asp

Pro
Leu
345
val
Arg
Glu
Thr
ASp
425
val
Tyr
Pro
Gly
Thr
505
Tyr
Pro
Tyr
Leu
Phe
585
Asn
Gly
Ile

Ile

Asp

Thr
330
Phe
Ile
Glu
Phe
Ser
410
Glu
Phe
Ala
val
Ala
490
Ile
His
phe
Lys
Ala
570
Leu
Trp
val
Glu
LysS

650

ASp

20/27
Glu val

Arg Thr
Gln val

Met val
380

Pro Pro
395

Lys Ile
Ala Leu
Met Pro

Thr Arg
460

Ala Ile
475

val Ser
Trp Leu
Gin Leu

Ile 1le
540

Leu Leu
555

Arg Gln
Pro Ser
val phe
Ala Ile

620

Asp Tyr
635

Thr Trp

val Lys

Ile
Asp
ser
365
Ala
Lys
Thr
Ala
Tyr
445
Thr
Glu
GIn
Leu
Met
525
Ala
Thr
Ser
Lys
Thr
605
Lys
Pro

val

Pro

Ser
Gly
350
Lys
Gly
Ser
Ala
ser
430
Ile
Ile
Leu
val
Ala
510
Ser
Thr
Pro
Leu
His
590
ASp
ASD
Tyr

GIn

ASp

Thr
335
Glu
Ser
val
Asn
Asp
415
Arg
Arg
Leu
ser
Ile
495
Lys
His
AsSn
His
Ile
575
Ser
GlIn
Pro
Ala
Glu

655

Ser

Asn
Leu
400
Ala
Arg
Arg
Phe
Leu
480
Leu
Ala
Trp
Arg
Tyr
560
Asn
val
Ala
Ser
val
640

Tyr

Glu



Leu
Lys
Glu
705
val
Thr
Glu
Lys
His
785
Thr
Leu
Leu

Pro

Ile
865

Gln
ASp
690
Ile
Asn
ser
Met
Phe
770
Ala
ser
Lys

ser

Asn
850

<210>

<211>
<212>
<213>

<400>

Gln
675
Lys
Cys
Phe
Ser
val
755
Gln
Ser
ASp
Glu
Asn

835

Ser

17
857
PRT

660
Trp

Pro
Thr
Gly
Arg
740
Lys
Thr
AsSp
Ser
Ile
820

Arg

Glu

Trp
Trp
Ile
Gln
725
Arg
Ser
Leu
Glu
Lys
805
Glu

Leu

Gly

Glycine max

17

Met Leu Gly Gly Leu
1 5

val Leu Met Arg Lys
20

Gly Gly Ile Ile Gly
35

Thr Leu Thr Ala pPhe

50

LysS
Trp
Ile
710
Tyr
Leu
His
val
val
790
Ala
Glu

Gly

Leu

Leu

Asn

Gln

Leu

Glu
Pro
695
Ile
Pro
Leu
Gln
ASp
775
Tyr
Leu
Lys

Pro

Thr
855§

His

val

Gly

Gly
55

Ala
680
Lys
Trp
Tyr
Pro
Lys
760
Leu
Leu
GlIn
Leu
val

840
Cys

Arg
Leu
Leu

40

Arg

665

val
Leu
Thr
Gly
Glu
745
Ala
Ser
Gly
Ala
Ala
825

Gln

Arg

Gly
Asp
25

Asp

Ser
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Glu Lys Gly His

GIn
Ala
Gly
730
Lys
Tyr
val
GlIn
Phe
810
Arg

Leu

Gly

His
10

val

Leu

val

Thr
Ser
715
Phe
Gly
Leu
Ile
Arg
795
GlIn
Lys

Pro

Ile

Lys

AsSn

val

ser

Ile
700
Ala
Ile
Thr
Arg
Glu
780
ASp
Lys
Asn

Tyr

Pro
860

Ile

Ser

Gly

Leu
60

685

Glu
Leu
Leu
Pro
Thr
765
Ile
Asn
Phe
Asn
Thr

845

Asn

LysS
val
Ser

45
Gln

670
Gly

Glu
His
Asn
Glu
750
Ile
Leu
Pro
Gly
ASp
830

Leu

Ser

Gly
Thr
30

Thr

Leu

ASp
Leu
Ala
Arg
735
Tyr
Thr
Ser
His
Asn
815
Gln

Leu

Ile

Thr
15
Ser

Leu

Ile

Leu
val
Ala
720
Pro
Glu
Ser
Arg
Trp
800
Lys
Ser
His

Ser

val
val
ASp

Ser



Ala
65

Phe
Ser
Gly
Ser
Cys
145
Phe

val

Gly

Tyr
Leu
Gln
ASp
305
Ile
Thr
val

Leu

Pro
385

Thr
Leu
Ala
Ala
Leu
130
ASN
Phe
Lys
Glu
Leu
210
Gly
Pro
Leu
Thr
Ser
290
Glu
Ile
AsSp
Ser
Ala

370

Arg

Lys
Glu
Phe
Phe
115

Thr

ser

Tyr
Arg
195
Gly
ASn
Thr
Pro
Tyr
275
Ala
val
Ser
Gly
Lys
355

Gly

Ser

Ala
Gly
Lys
100
Tyr
Leu
Trp
Asn
Arg
180
Lys
ASp
ASp
Arg
Arg
260
Gly
Phe
His
Lys
Glu
340
Ser

val

Lys

Asp
Ile
85

Ile
Ile
Glu
Ile
Gln
165
Glu
Glu
Pro
Thr
Lys
245
AsSp
Leu
ASD
Gly
Ile
GIn
Ala

Asn

Leu

Ala
70

Ile
ASn
Lys
ASp
Tyr
150
Thr
Glu
Trp
ASD
Phe
230
ASp
Glu
Lys
Leu
Leu
310
ser
Ala

Trp

Pro

AsSn

Thr

Phe

Asn

Ile

135

AsSn

Tyr

Glu

Glu

Lys

215

Pro

Pro

Ala

Ser

AsSn

295

Tyr

Pro

Leu

Met

Asn

375

Ser

Gly
ser
Glu
Phe
120
Pro
Ala
Leu
Leu
Arg
200
Gly
Tyr
Asn
Phe
val
280
Phe
Ser
Leu
Lys
Thr
360

Leu

GIn

Lys
Leu
Trp
105
Met
ASn
Lys
Pro
His
185
Glu
Pro
sSer
Gly
265
Ser
Thr
Gly
Pro
Phe

345

ASp

val
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Gly Lys Leu
75

Pro
90

Asp
GIn
His
Leu
ser
170
Asn
Tyr
Asn
Arg
Glu
250
His
GlIn
Pro
Gly
val
330
Pro
Glu

Arg

Tyr

Thr
ASp
Thr
Gly
Phe
155
Glu
Leu
Asp
His
Arg
235
Ser
Leu
Asn
Arg
Ile
315
Leu
Pro
Glu
Cys

Gly

Leu
Gly
Glu
Ser
140
Lys
Thr
Arg
Tyr
Ala
220
Gly
Arg
Lys

val

Glu
300
LYyS

Lys

Pro
Phe

Leu

380

ASp

Gly
Gly
ser
Phe
125
Ile
Ser
Pro
Gly
Asp
205
Arg
Arg
ser
Ser
Leu
285
Phe
Leu
Glu
Lys
Ala
365

Lys

His

Lys
Ala
Gly
110
Phe
His
ASp
Ala
Asp
190
val

Pro
Thr
ASn
Ser
270
Pro

ASD

Pro

val
350
Arg

ASp

Thr

Ala
Gly
95

Ile
Leu
Phe
Arg
Pro
175
Gly
Tyr
val
Gly
ASp
Asp
Leu
ser
Thr
Phe
335
Ile
Glu

Phe

ser

Thr
80
Gln
Pro
val
val
Ile
160
Leu
Thr
Asn
Leu
Arg
240
val
Phe
Leu
Phe
ASp
320
Arg
GIn
Met

Pro

GIn
400



Ile
Glu
Ile
Ala
Leu
465
Ala
Ile
His
Phe
Lys
545
Ala
Leu
Trp
Met
Glu
625
Lys
Thr
Glu
Gln
Ala
705

Gly

Lys

Thr
Ala
Met
Thr
450
Ala
Phe
Trp
Gln
Ile
530
Leu
Arg
Trp
val
Ala
610
ASp
Thr
Leu
val
Thr
690
Ser

Leu

Gly

Lys
Ile
Pro
435
Arg
Ile
Ser
Leu
Leu
515
Ile
Leu
Leu
Gly
Phe
595
Ile
Tyr
Trp
Arg
Gly
675
Arg
Ala

Ile

ser

Glu
G1n
420
Tyr
Thr
Glu
GIn
Leu
500
val
Ala
His
Ser
Arg
580
Thr
Glu
Pro
val
Glu
660
His
Glu
Leu

Leu

Ala

His
405
Asn
Leu
Ile
Leu
val
485
Ala
Ser
Thr
Pro
Leu
565
Tyr
ASp
ASp
Tyr
His
645
Asp
Gly
Glu
His
Asn

725

Glu

Leu
Lys
Arg
Leu
ser
470
Phe
Lys
His
ASn
His
550
val
Ser
Gln
Pro
Thr
630
Glu
Pro
Asp
Leu
Ala
710

Arg

Tyr

Glu
Arg
Arg
Phe
455
Leu
Leu
Ala
Trp
Arg
535
Tyr
ASD
val
Ala
ser
615
val
Tyr
Glu
Lys
val
695
Ala

Pro

Glu

Pro
Leu
Ile
440
tLeu
Pro
Pro
Tyr
Leu
520
His
Arg
Asp
Glu
Leu
600
Cys
ASp
val
Leu
Lys
680
Glu
val

Thr

Glu

AsSn
Phe
425
AsSn
Lys
His
Ala
val
505
Asn
Leu
ASp

Gly

Met
585

Pro

Pro
Gly
Phe
Gln
665
ASnN
Ala
AsSn

Leu

Leu

410
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Leu Glu Gly Leu

Leu Leu Asp

Ala
Asn
Pro
ASp
490
val
Thr
ser
Thr
Gly

570

Ser

His
Leu
Leu
650
Ala
Glu
Cys
Phe
ser

730

Arg

Thr
ASp
Gln
475
Glu
val
His
val
Met
555
val
Ala
Asp
Gly
Glu
635
Tyr
Cys
Pro
Ala
Gly
71S

Arg

Lys

Ser
Gly
460
Gly
Gly
AsSn
Ala
val
540
Asn
Ile
val
Leu
Ile
620
Ile
Tyr
Trp
Trp
Ile
700
GlIn

Arg

AsSn

His
Thr
445
Thr
ASp
val
ASp
val
525
His
Ile
Glu
val
Ile
605
Arg
Trp
Lys
Lys
Trp
685
Ile
Tyr

Phe

Pro

Thr
His
430
Lys
Leu
Gln
Glu
Ser
510
val
Pro
AsSn
GIn
Tyr
590
Lys
Leu
Asp
Ser
Glu
670
Pro
Ile
Pro

Met

Gln

val
415
Asp
Ala
Arg
Ser
Ser
495
cys
Glu
Ile
Gly
Thr
575
Lys
Arg
val
Ala
ASp
655
Leu
Lys
Trp
Tyr
Pro

735

Lys

Asp
Pro
Tyr
Pro
Gly
480
Ser
Tyr
Pro
Tyr
L.eu
560
Phe
ASp
Gly
Ile
Ile
640
Asp
val
Met
Thr
Gly
720

Glu

Ala



Tyr Leu

val Ile
770

Glu Arg
785

Phe Lys
Glu Arg
Met Pro
Arg Gly
850
<210>
<211>

<212>
<213>

<400>

MetT Leu
1

Gly ala
Asp Phe

Leu Gly
50

H1S Asn
65

Gin Trp
Lys Phe
Gly Ala
Thr Ile

130

Ala Asn
145

Lys
755

Glu
ASp
Arg
Asn
Tyr
835

Ile

18
864

PRT

740

Thr

Ile

AsSn

Phe

Asn

820

Thr

Pro

Ile
Leu
Pro
Gly
805
ASp

Leu

ASN

Thr

ser

AsSn

790

ASN

Glu

Leu

Ser

Hordeum vulgare

18
Gly

His
ASN
35

Arg

AsSn

Leu

Ile
115

Thr

Ser

val
Leu
20

ASp
Gly
Gly
Leu
val
100
Ile

Leu

Trp

Gly
Lys
Phe
val
Gly
Pro
85

Thr
val

ASp

val

Gly
Gly
Gly
Thr
Arg
70

Thr
Phe
Lys

Asn

Tyr

Pro
Arg
775
Trp
Lys
Lys

Leu

Ile
855

Ile
ser
Ala
Cys
55

Gly
Asn
ASp
ASn
val

135

Pro

Lys
760
His
Thr
Leu
Leu
Pro

840

ser

val
val
His
40

Gln
Lys
Leu
Trp
AsSn
120

Pro

Gln

745

Phe
Ala
Ser
Ala
Arg
825

Ser

Ile

Ser
val
25

val
Leu
val
Pro
Ser
105

Gly

Ala
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Gln Thr Leu

Ser Asp Glu

780

Asp Thr Arg

Gln
810
Asn

Ser

Asp
10

Leu
Met
Ile
Gly
Phe
90

val
Ala

Arg

Lys

795

Ile

Arg

Lys

Leu
Met
Asp
ser
Ala
75

Asp
ser
Gly

Tyr

155

Glu

Cys

Glu

Thr
Arg
Gly
ser
60

Glu
Thr
Lys
Glu
Thr

140

Arg

Ile
765
val
Ala
ASNn

Gly

Gly

Gly
Lys
val
45

Thr
Ala
Thr
Leu
Phe

125

Tyr

750

ASp
Tyl"
Leu
Lys
Pro

830

Leu

Gly
Asn
30

Thr
Asn
AsSn
Gly
Gly
110
Phe

val

Asn

Leu Ser
Leu Gly

Glu Ala
800

Leu Ser
815

val Gln

Thr Phe

Ile Arg
15

Ala Leu
Glu Leu
val Asp
Leu Glu

80

Glu Asn
95

val Pro
Leu Lys

phe val

Arg val
160



Phe
Lys
Gln
Asn
Pro
225
Pro
Leu
Tyr
Tyr
Lys
305
Glu
Lys
val
L.eu
Pro
385
MetT
Gin
Leu
Tyr
Pro

465

Thr

Phe
Pro
Gly
ASp
210
Tyr
ASp
Arg
Thr
val
290
Leu
val
Gly
ASp
Ala
370
Lys
Thr
Ala
Met
Ala
450

val

Ala

Ala
Tyr
Pro
195

Leu

Pro

ASp
Leu
275
Asp
Tyr
Arg
Gly
Gln
359
Gly
Ser
Glu
Leu
Pro
435
Thr

Ala

Lys

ASn
Arg
180
Tyr
Gly
Arg
Glu
Glu
260
Lys
Leu
Glu
Lys
Asp
340
Lys
val
Thr
Glu
Ala
420
Phe
Arg

Ile

ser

Asp
165
Asp
Leu
ASp
Arg
Ser
245
Leu
Gly
Ser
Gly
Arg

325

Phe

Asn
Leu
His
405
Gly
Leu
Thr

Glu

Ala
485

Thr
Asp
ASp
ser
Cys
230
Arg
Phe
Trp
Pro
Gly
310
Phe
Leu
Trp
Pro
ASD
390
val
AsSn
Ile
Leu
Leu

470

val

Tyr
Glu
His
Arg
215
Arg
Leu
Gly
Leu
Gly
295
Ile
Pro
Leu
Met
Met
375
Pro
Ala
Arg
Asp
Leu
455

Ser

Tyr

Leu
Leu
ASp
200
ASp
Thr
Leu
His
ASp
280
Glu
Lys
Leu
Lys
Thr
360
Met
Ser
Lys
Leu
Ile
440
Phe

Ser

Thr

Pro
Arg
185
Arg
val
Gly
Leu
Leu
265
Gly
Phe
Leu
Gln
Leu
345
Asp
Ile
Lys
ser
Tyr
425
Asn
Leu

Pro

Pro

170

Asn
val
Leu
Arg
Leu
250
Lys
Ile
Asp
Pro
Leu
330
Pro
Glu
Lys
Tyr
Leu
410
Ile
AsSn
Arg

Leu

Gln
490
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His GIn Met

Leu
Tyr
Gly
Lys
235
val
Gln
Ile
ser
ASn
315§
val
Lys
Glu
Arg
Gly
395
Glu
val
Leu
Gly
Ile

475

His

Arg
Arg
Gly
220
Pro
Gln
Ser
Leu
Phe
300
Ile
Lys
Pro
Phe
Leu
380
ASp
Gly
Asp
Asp
ASp
460

Gln

Ala

Pro
Gly
Tyr
205
ser
Ser
AsSn
Asp
Ala
285
Ala
Pro
ASp
Glu
Ala
36S
Thr
His
Leu
Gln
Ala
445
Gly

Gly

Gly

Ala
ASp
190
ASp
Lys
AsSp
val
Leu
270
Ile
Asp
Ala
Leu
Ile
350
Arg
Glu
Thr
Thr
His
430
Ser
Thr

Glu

val

Ala
175
Asp
val

Asp
Ser
TYyr
255
Leu
Arg
Ile
Leu
Ile
335
Ile
Glu
Phe
Ser
val

415
Asp
Phe
Leu

Leu

Glu
495

Leu
Gln
Tyr
Leu
Lys
240
val
Gly
Thr
Leu
Glu
320
Pro
Lys
Met
Pro
Thr
400
Asn
val

Ala
Thr

480
Gly



Trp
Trp
Pro
Tyr
545
Arg
val
H1s
Gly
Ile
625
1le
Gly
Arg
Met
Thr
705

ser

val

Ser

Gly

785

val

Lys

Ile
H1s
Phe
530
Lys
Ala
Phe
Trp
Met
610
Lys
Glu
val
Glu
Gln
690
Gly
Gly
Gln
Phe
Leu
770
Glin
Phe

Ala

Phe

Trp Gln
500

Gln Leu
515

val Ile

Leu Leu

Arg Gly

Pro His
580

Asn Phe
595

Ala val

Asp Tyr

Gln Trp

Leu Gin
660

val Gly
675

Thr val
ser Ala
Tyr His
Gly Ser

740

Ile Arg
755

Met Glu
His ASp
Lys Arg
Met Asn

820

Pro Tyr

Leu
Ile
Ala
His
Leu
565
LyS
Thr
Glu
Pro
val

645
Gly
His
Ala
Leu
Pro
725
Glu
Thr
Ile
Thr
Phe
805

ser

Met

Ala
ser
Thr
Pro

550

Leu

Glu
ASp
Tyr
630
Ser
Asp
Gly
Glu
His
710
AsSn
Glu
Ile
Leu
Pro
790
Gly

AsSp

Leu

Lys Ala

His Trp
520

Asn Arg
535

His Tyr
Ile Asn
Ala Met
Gln Ala

600

Ala Ser
615

Ala Thr
AsSp Tyr
val Glu
Asp Leu

680

Leu Ile
695

Ala Ala
Lys Pro
Tyr Ala
Thr Ser

760

Ser Lys
775

Ala Trp
Ala Lys

Pro Gln

Leu Tyr

Tyr

505

Leu

Gln

Arg

Ala

Pro

585

Leu

Ser

Asp

Leu

Leu

665

Lys

Lys

val

Ser

Glu

745

GlIn

His

Thr

Leu

Leu

825

Pro
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Ala Ser val

Asn Thr His
Leu Ser val

540

Asp Thr Met
555

Gly Gly val
570

Met Ser Ser
Pro Ala Asp
Pro His LyS

620

Gly Leu Ala
635

Thr Ile Tyr
650

Gin Ala Trp

Asp Ala Ala

Ala Cys Ala
700

Asn Phe Gly
715

Ala Ser Arg
730

Lteu Glu Arg
Phe His Ala

Ser Ser Asp
780

Ser Asp Ala
795

Glu Gly Ile
810

Lys Asn Arg

Asn Thr Ser

ASn

Ala

525

Thr

Asn

Ile

Met

Leu

605

val

val

Tyr

Trp

Trp

685

Thr

Gln

Arg

ASp

Leu

765

Glu

Lys

Glu

Thr

Asp

ASp
510
val
His
Ile
Glu
val
590
Ile
Arg
Trp
Pro
Lys
670
Trp
Ile
Tyr
Pro
Pro
750
val

val

Ala
Lys
Gly

830

His

Tyr
Met
Pro
Asn
Met
575
Tyr
Lys
Leu
ASD
Asn
655

Glu

Pro

Pro
Met
735
Glu
Gly
Tyr
Leu
Glin
815

Pro

Thr

Gly
Glu
val
Ala
560
Thr
Lys
Arg
Leu
Ala
640
ASp
val

Lys
Trp
Tyr
720
Pro
Lys
Ile
Leu
Glu
800
val

Ala

Gly
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835 840 845

GIn Ala Glu Gly Leu Thr Ala Arg Gly Ile Pro Asn Ser Ile Ser Ile
850 855 860
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