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Procedimiento para la obtencidn de levaduras vinicas
superproductoras de manoproteinas mediante tecnologias no
recombinantes.

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la mejora genética
de microorganismos aplicada a la alimentacion, y mas especificamente en el
campo de la enologia. En concreto se refiere a un método para la obtencién
de levaduras vinicas mejoradas que secretan mayor cantidad de
manoproteinas que las cepas originales, sin necesidad de utilizar técnicas
de ingenieria genética. El método se basa en la obtencion de mutantes al
azar combinado con un método novedoso de selecciéon de los mutantes que
permite indirectamente la seleccion de las cepas que secretan mas
manoproteinas, sin necesidad de utilizar métodos poco eficientes para la
seleccion directa de esta caracteristica.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La industria del vino tiene una gran importancia econémica y social, ya no
exclusivamente en las regiones de clima mediterraneo, sino que el sector
vitivinicola ha alcanzado importancia mundial. Por tanto, el control de los
procesos que tienen lugar en la viticultura y la enologia, es fundamental para
el desarrollo y expansion de esta industria.

Las manoproteinas de la pared celular de S. cerevisiae tienen un enorme
interés en enologia debido a su contribucidn positiva a la calidad de todo tipo
de vinos (blancos, rosados, tintos y espumosos) a través de su influencia en
numerosos aspectos sensoriales y tecnoldgicos (Caridi, A. 2006. Antonie
van Leeuwenhoek, 89: 417-422).

La estabilizacion quimica de los vinos blancos fue una de las primeras
propiedades enoldgicas descritas para las manoproteinas. Asi 10s vinos
enriquecidos en manoproteinas mediante la crianza sobre lias 0 mediante
adicién directa son mas estables frente a quiebra proteica (Waters et al.,
2000. Aust. Grapegrower Winemaker, 438a: 13-16; Ledoux et al., 1992. J.
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Int. Sci. Vigne Vin. 26 : 239-251) y tartarica (Feuillat et al., 1998. Bull. O.1.V.
71:(813-814), 945-967).

De manera aun mas interesante, la riqueza en manoproteinas del vino se
correlaciona con propiedades relacionadas con la calidad sensorial, tales
como:

(1) la retencién de compuestos del aroma (Lubbers et al., 1994. Debensm.-
Wiss.u.-Technol. 27: 108-114; Wolz, S. 2005. Deutsche Weinmagazin 22:
21-25); (2) la reduccion de la astringencia (Escot et al., 2001. Aust J Grape
Wine Res. 7 (3):153-159); (3) el aumento del cuerpo y redondez en boca
(Wolz, S. 2005. Deutsche Weinmagazin. 22: 21-25; Vidal et al., 2004. Food
Chem. 85 (4):519-525; Saucier et al., 1999. Revue des Oenologues et des
Techniques Vitivinicoles et (Enologiques 94: 9-10), caracteristicas
especialmente apreciadas en los vinos tintos junto con (4) el color, a cuya
estabilidad también contribuyen la manoproteinas (Escot et al., 2001. Aust.
J. Grape Wine Res. 7:153-159).

Por ultimo las manoproteinas parecen (5) estimular el crecimiento de las
bacterias lacticas y consecuentemente la fermentacién malolactica (Rosi et
al, 1999. Revue des QOenologues et des Techniques Vitivinicoles et
(Enologiques. 94 : 18-20; Guilloux-Benattier et al., 1995. Am J. Enol. Vitic. 46
(4) : 486-492), asi como (6) mejorar la calidad de la espuma de los vinos
espumosos (Feuillat, M. 1987. Revue Frangaise d’(Enologie. 109:17-27;
Feuillat, M. 2003, Am J. Enol. Vitic. 54(3): 211-213)

La cepa concreta de levadura es uno de los factores mas importantes
responsables de la cantidad de manoproteinas presentes en el vino al final
del proceso de elaboracion. Existe por lo tanto un interés creciente por el
desarrollo de cepas de levaduras que liberen mayores cantidades de
manoproteinas que las actualmente disponibles, o simplemente por mejorar
la liberacidon de manoproteinas en cepas con otras propiedades enoldgicas
positivas ya contrastadas (cepas comerciales). La mejora genética clasica, y
en concreto la mejora de cepas de levadura mediante mutagénesis al azar,
es una herramienta potencialmente interesante para la mejora genética de
cepas de levadura vinica (Cebollero et al., 2007. Biotechnol. Lett. 29: 191-
200). La mejora genética de cepas vinicas ya seleccionadas, y con utilidad
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enoldgica contrastada, tiene la ventaja sobre la seleccion de cepas
directamente de la naturaleza de que todas estas propiedades ya estan
comprobadas y se trata simplemente de introducir una nueva caracteristicas
que haga mas interesante la cepa en cuestion.

Sin embargo los métodos clasicos de mejora genética, y en particular la
mutagénesis al azar, encuentran importantes limitaciones cuando no existe
un procedimiento sencillo de seleccién de los mutantes deseados. Esto
ocurre por ejemplo para caracteres cuantitativos (como la produccién de
etanol, glicerol u otros metabolitos), y especialmente cuando son dificiles de
medir, como la produccién de manoproteinas. En este contexto, disponer de
un sistema de seleccion que permita identificar faciimente los clones de
interés, aunque sea de manera indirecta, constituye una ventaja sin la cual
es casi imposible abordar estos procesos de mejora genética. Un incremento
en la liberacién de manoproteinas de un 50%, siendo tecnolégicamente muy
relevante, es muy dificil de detectar directamente mediante un analisis
sencillo en placa con el estado de la técnica previo a la presente invencion.

La aplicacion de métodos clasicos de mejora genética a la obtenciéon de
cepas de levadura con una capacidad incrementada de secrecién de
manoproteinas se enfrenta con el problema de que la cuantificacion de
manoproteinas es compleja, y ademas no existen métodos en placa para
diferenciar las colonias de levadura en funcién de su capacidad de liberar
manoproteinas. Dado que en estos experimentos la frecuencia esperada de
mutaciones que den lugar a un incremento en la liberacién de
manoproteinas es baja, la obtencibn de mutantes supersecretores de
manoproteinas a partir de una cepa industrial de interés era practicamente
imposible utilizando los métodos hasta ahora disponibles.

Aungque existen métodos para obtener cepas supersecretoras de
manoproteinas (Gonzalez-Ramos et al., 2008. Appl. Environ. Microbiol. en
prensa), dichos métodos dan lugar a microorganismos recombinantes, cuya
utilidad industrial estd actualmente impedida por las restricciones legales a
su utilizacion y etiquetado, contenidas en normativas europeas y estatales,
asi como en el ambito especifico de la enologia las limitaciones impuestas
por la OIV y los Consejos Reguladores de las D.O.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

Existe una necesidad de obtener levaduras vinicas que produzcan durante la
fermentacion mayores cantidades de manoproteinas que las cepas
actualmente disponibles. Estas manoproteinas contribuyen de manera
positiva a la calidad de todos los tipos de vino, mediante la retencion de
compuestos del aroma, estabilizacion del color (vinos tintos), reduccién de la
astringencia, aumento del cuerpo y redondez en boca, estimulacion de la
fermentacion malolactica, y estabilidad y calidad de la espuma (de los vinos
espumosos).

Los autores de la presente invencion han desarrollado un método de
seleccién que permite llevar a cabo un cribado previo, mediante el fenotipo
en placa, de los mutantes con mayor potencial de liberacién de
manoproteinas. De esta manera, en un experimento de mutagénesis clasica,
se consiguen rapidamente mutantes que liberan mas manoproteinas que la
cepa original. Por tanto, el procedimiento de la invencién permite identificar,
en un experimento de mutagénesis al azar, en presencia de un numero
elevado de células, mutantes que liberan mayores cantidades de
manoproteinas que la cepa original mediante seleccion visual directa en
placa.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporciona un
procedimiento para obtener cepas de levadura superproductoras de
manoproteinas (de aqui en adelante método de la invencién) que
comprende:

a) crecer una levadura de interés en un medio adecuado,

b) inducir variabilidad genética en la levadura de a), y

C) seleccionar los mutantes o segregantes resistentes a la toxina K9.

Estas cepas de levadura serian cepas no-recombinantes con aplicacion
industrial, que aumentan la concentracion de manoproteinas secretadas al
medio, estabilizando el vino resultante frente a la quiebra proteica, e
incrementando las cualidades sensoriales y organolépticas del vino
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resultante

El término “levadura” en esta memoria, se aplica a diversos hongos
ascomicetos unicelulares que se reproducen por gemacion o division, y
llevan a cabo la fermentacion alcohdlica de los hidratos de carbono. Asi, se
encuentran incluidos dentro de este término todos los organismos que
pueden ser clasificados dentro del Orden Saccharomycetales, vy
especialmente todas las especies que se encuentran dentro del género
Saccharomyces. También incluye las especies de Hanseniaspora
(principalmente H. uvarum)

Asi, en una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la levadura
del paso a) pertenece al género Saccharomyces. En otra realizacién aun
mas preferida de este aspecto de la invencién, la levadura del paso a)
pertenece a la especie Saccharomyces cerevisiae.

Los organismos de la especie Saccharomyces cerevisiae pertenecen al
Superreino Eukaryota, (grupo Metazoa/Fungi), Reino Fungi, Subreino
Dikarya, Phylum Ascomycota, Subphylum Saccharomycotina, Clase
Saccharomycetes, Orden Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae
y Género Saccharomyces.

El término “medio adecuado” se refiere a cualquier medio en el que puedan
cultivarse levaduras. Medios adecuados son conocidos por el experto en la
materia. Asi, preferiblemente, pero sin limitarnos, los medios podran ser el
YPD (yeast-peptone-dextrose o levadura-peptona-dexirosa), GCY (2%
glucose, 2 % Bacto Casaminoacids, 0.67% Difco Yeast Nitrogen Base) o
mosto modelo, asi como medios minimos como SD (Minimal synthetic
defined (SD) Bases).

Las fuentes principales de variabilidad genética son la recombinacidn
(sexual o parasexual en el caso de las levaduras), las mutaciones, el flujo
genético y la deriva genética. La variabilidad causada por las mutaciones
inducidas no es esencialmente diferente de la causada por las mutaciones
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espontaneas durante la evolucién. El uso directo de las mutaciones es una
herramienta muy valiosa para el mejoramiento de los organismos,
particularmente cuando se desea mejorar uno o dos caracteres facilmente
identificables. De realizarse in vitro, dicha alteracion puede realizarse al azar
(mutagénesis al azar), sobre cualquier secuencia, o bien de forma dirigida
(mutagénesis dirigida) sobre una secuencia conocida y en la posicién de
interés. En el caso de realizarse al azar se emplean agentes mutagénicos.
En el mejoramiento mediante induccion de mutaciones se utilizan
basicamente dos tipos de agentes mutagénicos:

1. Mutagenos quimicos. El niUmero de mutagenos quimicos es muy
grande y continuamente se esta incrementando. La mayoria de ellos
pertenecen al grupo de los agentes alquilantes y dentro de ellos se pueden
senalar los siguientes: metanosulfonato de etilo (EMS), sulfato de dietilo
(dES) y a los compuestos nitrosos como la N-metil-N-nitrosourea (MNH).
Una sustancia quimica de interesantes caracteristicas, cuya utilizacion como
inductor de mutaciones es la azida sdédica. Los principales grupos de
mutagenos quimicos son:

a). Analogos de bases.
b). Antibioticos.

c). Agentes alquilantes.
d). Otros compuestos.

2. Radiacion mutagénica (mutagenos fisicos). En los Ultimos
anos existe la tendencia a incrementar el uso de las radiaciones sobre los
mutagenos quimicos. Los principales tipos de radiacidn son los siguientes:

a) Rayos X.

b) Radiacién Gamma: Cesio137 y Cobalto60 las principales
fuentes de rayos Gamma utilizados en trabajos de radiobiologia. El
Cesio137 es usado en muchas instalaciones teniendo en cuenta que tiene
una vida media mas larga que el Cobalto60.

¢) Radiacion Ultravioleta: Tiene limitada habilidad de
penetracion en los tejidos y suele aplicarse frecuentemente al tratamiento de
esporas o granos de polen.

d) Radiaciéon Beta: Las particulas Beta (electrones) como de
32P y 35S producen un efecto similar a aquellos rayos X o Gamma, pero
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con mas baja habilidad de penetracion.

e) Neutrones: Tienen un amplio rango de energia y son
obtenidos de la fision nuclear en un reactor nuclear con 235 U. Los
neutrones han mostrado ser muy efectivos en la induccidon de mutaciones en
plantas.

f) Particulas de aceleradores: Protones, deuterones, particulas
alfa. Se ha utilizado béasicamente para estudios fundamentales en la
determinacion de los efectos radiobildgicos.

La radiacién ultravioleta (UV) tiene un efecto letal y mutagénico,
dependiendo de su longitud de onda. Los rayos UV no tienen actividad
ionizante, pero provocan cambios quimicos en las moléculas absorbentes,
de modo que aparecen moléculas alteradas denominadas genéricamente
fotoproductos. Los fotoproductos generados por la luz UV en el ADN derivan
principalmente de alteraciones en las bases pirimidinicas (citosina, timina).

Asi, en otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion la
variabilidad genética se induce mediante mutagénesis al azar. En una
realizacion mas preferida la mutagénesis al azar se realiza mediante
radiacion ultravioleta.

La selecciéon de los mutantes se puede hacer mediante diversos métodos.
Asi, los mas utilizados son la seleccion del auxotrofo, midiendo la capacidad
de fermentacién de azucares, su termosensibilidad o midiendo su resistencia
a farmacos o toxinas.

Los autores de la presente invencién han observado que los mutantes
resistentes a la toxina killer K9 son capaces de liberar mas manoproteinas
que la cepa original. La seleccién de los mutantes o segregantes resistentes
a la toxina K9 se realiza, preferiblemente pero sin limitarnos, creciendo los
mutantes en un medio enriquecido en toxina k9. Mas preferiblemente, la
seleccidn se realiza creciendo los mutantes en el medio YPD+K9, tal y como
se describe en los ejemplos de la invencion.

Las “toxinas killer” son toxinas de naturaleza proteica y con actividad
demostrada contra un gran numero de patdégenos humanos, tanto de origen



10

15

20

25

30

35

WO 2010/049571 PCT/ES2009/070478

fungico como bacteriano producidas por distintas especies de levaduras
procedentes de los ambientes mas diversos. Se han caracterizado diferentes
tipos de toxinas, las que se diferencian por su inmunidad cruzada y por sus
mecanismos de accion. No obstante e independientemente del tipo al que
pertenecen y del mecanismo por el que ejercen su accion, todas las toxinas
killer descritas hasta el presente necesitan unirse a receptores especificos
de la pared celular de sus células blanco para ejercer su accidon biolégica:
muerte o detencidn del ciclo celular de la poblacion sensible

La “toxina K9” es una toxina killer producida por Williopsis saturnus var.
mrakii CECT 11031 (Kurtzman, C.P. 1991. Antonie van Leeuwenhoek 60 (1):
18, cuyo basidonimo es Hansenula mrakii Wick. y el nombre corriente es
Williopsis mrakii (Wick.) G.l. Naumov & Vustin.

Otro aspecto de la invencion se refiere a las cepas de levadura obtenibles
por el procedimiento de la invencidén, de ahora en adelante cepas de
levadura de la invencién.

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso de las cepas de levadura de la
invencion, u obtenibles por el procedimiento de la invencién, para la
fermentacion alcohdlica. En una realizacidén preferida de este aspecto de la
invencion, la fermentacién alcohdlica da lugar a vinos.

La fermentacion alcohdlica es un proceso biolégico de fermentacidén en
plena ausencia de aire (oxigeno), originado por la actividad de algunos
microorganismos que procesan los hidratos de carbono (por regla general
azucares: como pueden ser por ejemplo la glucosa, la fructosa, la sacarosa,
el almidoén, etc.) para obtener como productos finales: un alcohol en forma
de etanol, diéxido de carbono en forma de gas y unas moléculas de ATP que
consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular
energético anaerdbico. Esta produccion de etanol es caracteristica de la
elaboracion de algunas bebidas alcohdlicas, tales como el vino, la cerveza,
la sidra, el cava, etc

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y
sus variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
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componentes 0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos,
ventajas y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la
descripcion y en parte de la practica de la invencidn. Los siguientes ejemplos
y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean
limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Demostracién del enriquecimiento en mutantes superproductores de
manoproteians tras seleccién en medio YPD+K9. Fig. 1A. Liberacion de
polisacaridos de 10 mutantes resistentes a K9 y su respectivo control. Fig.
1B. Liberacion de polisacaridos de 10 mutantes seleccionados en medio
YPD sin toxina K9.

Fig. 2. Polisacaridos liberados en medio GCY por la cepa T1 y tres cepas
mutantes resistentes a la toxina K9. Se muestran cultivos (Fig. 1A'y Fig. 1B)
realizados en dos semanas diferentes. Los valores mostrados en cada
grafica corresponden a la media y desviacion estandar de cinco
determinaciones.

Fig. 3. Polisacaridos liberados en medio GCY por las cepas IFI87, IFI475 y
T73 y algunas de sus cepas mutantes derivadas resistentes a K9.

Fig. 4. Polisacaridos liberados en mosto sintético por las cepas IFI87, IFI475
y T73 y algunas de sus cepas mutantes derivadas resistentes a K9.

EXPOSICION DETALLADA DE MODOS DE REALIZACION

A continuacién se ilustrara la invencion mediante ensayos realizados por los
inventores, que pone de manifiesto la utilidad del método desarrollado para
la seleccidon de nuevas cepas, derivadas de cepas naturales aisladas de
vino, que muestran un incremento en la liberacién de manoproteinas.
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Produccion de toxina K9 y elaboracion del medio selectivo

Se prepar6 medio YPD yeast-peptone- dextrose o levadura-peptona-
dextrosa tamponado (peptona 2%, extracto de levadura 1%, glucosa 2%,
acido citrico 1%, pH con tampédn citrato 50mM, pH ajustado a 4,3 con
NaOH) y se hizo crecer Williopsis saturnus var. mrakii (CECT 11031) a 19°C
y 150 rpm durante 4 dias. Una vez crecido el cultivo se centrifugd y se tomé
el sobrenadante que se filtrd (0,2 ym) y se matuvo a 4°C hasta el momento
de la preparacién del medio.

Para preparar medio YPD+K9 se prepararon en primer lugar placas de YPD
tamponado (con el 2% de agar), y una vez solidificadas y secas las placas,
se depositaron 6 ml de la preparacién de toxina K9 (preparada segun el
parrafo anterior), dejandose las placas abiertas en la cabina de flujo laminar
hasta la completa absorcién, con removidos puntuales para facilitar la
homogeneizacion (una dos horas).

Mutagénesis con luz UV

En este trabajo se utilizaron las siguientes cepas: BY4741 (cepa haploide de
laboratorio) y las cepas enolégicas T1, IFI87, IFI473 y T73. Se crecieron las
cepas durante toda la noche a 30°C y 150 rpm en medio YPD. A la mafana
siguiente las células se lavaron en solucidn salina y se diluyeron los cultivos
en solucion salina estéril para tener unas 10’ células por mililitro. 10 ml de
estas suspensiones se irradiaron (en una placa Petri, con agitacién orbital)
con luz UV de 254 nm, (distancia de la lampara 20 cm, lampara
precalentada durante 30 minutos). Tras la irradiacién se conservaron las
células en la oscuridad durante dos horas antes de plaquear las
suspensiones y diluciones apropiadas de las mismas. Cuando se analizé el
numero de colonias formadas en placas de YPD a 30°C se obtuvieron los
valores de supervivencia que aparecen detallados en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de supervivencia de las cepas parentales tras diferentes
tiempos de exposicion a luz UV.

Cepa Tiempo de Tasa de
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exposicion (seg.) | supervivencia (%)

T 60 15,0
BY4741 20 22,5
BY4741 40 1,6
BY4741 60 0,2
IFI87 20 29,6
IFI87 40 2,70
IFI87 60 0,6
IFI1475 20 46,7
IFI1475 40 43,6
IFI1475 60 7,0
T73 20 51,4
T73 40 24.9
T73 60 1,4

Seleccidon de mutantes resistentes a la toxina K9

Una vez verificada la tasa de supervivencia, se plaguearon diluciones
apropiadas en placas de YPD+K9 de las suspensiones celulares mantenidas
a 4 °C y se incubaron también a 30°C hasta la aparicién de colonias. Las
primeras colonias que aparecieron, al cabo de 48 horas, se replicaron una
vez mas en placas de YPD+K9, comprobandose el incremento de
resistencia a la toxina en comparacion con las cepas originales. Se aislaron
colonias de cada uno de los mutantes de las diferentes cepas para tener
cultivos puros para posteriores analisis.

Demostracion del enriquecimiento en YPD+K9

Para demostrar que la siembra en medio con toxina K9 tras irradiacion con
luz UV permite un enriquecimiento en el numero de mutantes
supersecretores de manoproteinas, diez colonias correspondientes a la cepa
de laboratorio BY4741 aisladas en las placas de YPD tras mutagénesis y
otras diez aisladas en medio YPD+K9 se cultivaron en medio GCY para
poder determinar el porcentaje de mutantes superproductores obtenidos en
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ambos casos. Los valores de produccién obtenidos aparecen reflejados en
la Figura 1. Mientras que ninguno de los mutantes aislados a partir de medio
YPD produjo mas manoproteinas que la cepa parental, 7 de 10 de los
seleccionados en medio YPD+K9 liberaban mayor cantidad de
manoproteinas.

Liberacion de manoproteinas por los mutantes resistentes a K9 en GCY

Se inoculé medio GCY (2% glucose, 2 % Bacto Casaminoacids, 0.67% Difco
Yeast Nitrogen Base) con cada cepa, a una DO600 de 0,1 a partir de un
precultivo en el mismo medio, y se hizo un seguimiento de la curva de
crecimiento a 30°C y 150 rpm, hasta fase estacionaria. Los ensayos se
llevaron a cabo con las cepa parentales, y varios mutantes seleccionados.
Las deleciéon daba lugar a un crecimiento ligeramente mas lento en algunas
de las cepas.

Se midi6é la cantidad de polisacaridos liberada durante el crecimiento en
medio GCY. Para ello se recuperd el sobrenadante por centrifugacion y se
separaron las macromoléculas presentes en el mismo mediante exclusion
molecular en columnas Econo-Pac (Bio-Rad). La concentracidon de
manoproteinas y polisacéridos en la fraccion eluida se determind frente a
una curva de calibrado de manano comercial mediante el método de fenol
sulfurico (Segarra et al., 1995. Am J. Enl. Vitic. 46:564-570). Se realizaron
cinco réplicas de cada determinacién y se calcularon valor medio y
desviacion estandar. El experimento se repitié en dos dias diferentes. Los
resultados para la cepa T1 y sus mutantes se muestran en la Figura 2
mientras que los obtenidos para el resto de cepas aparecen en la Figura 3
En el primer caso se aprecia claramente que el mutante Mut K9-2 libera una
cantidad muy superior de polisacaridos a la que libera la cepa control Igual
ocurre con IFI87Mut10, y en menor medida con los otros mutantes que se
muestran.

Liberacion de manoproteinas en mosto sintético

Una vez comprobada la mayor liberacién de manoproteinas en medio GCY
por parte de los mutantes seleccionados, se estudio si dicha mejora también
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era efectiva tras fermentacion de un mosto sintético (20% de azucares, 3g/L
de acidos citrico y malico). Los resultados de liberacién obtenidos para las
cepas parentales IFI87, IFI475 y T73 y los mutantes seleccionados aparecen
reflejados en la Figura 4. Puede observarse como todos las cepas
superproductores seleccionadas en YPD+K9 también liberaron una mayor
cantidad de manoproteinas que sus cepas parentales en mosto sintético.

Por lo tanto, mediante la seleccion de mutantes resistentes a la toxina K9 se
ha conseguido el enriquecimiento de mutantes que liberan cantidades
superiores de manoproteinas que la cepa original, tanto en condiciones de
laboratorio (medio GCY) como en condiciones de fermentacién (mosto
modelo). El método de seleccién es en principio aplicable a cualquier otra
cepa de levadura de partida, por lo tanto abre la puerta para generar, a partir
de cualquier cepa industrial de interés, cepas mejoradas en cuanto a esta
interesante caracteristica tecnoldgica.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para obtener cepas de levaduras superproductoras de
manoproteinas que comprende:

a. crecer una levadura de interés en un medio adecuado,

b. inducir variabilidad genética en la levadura de (a), y

c. seleccionar los mutantes o segregantes resistentes a la toxina K9.

Procedimiento segun la reivindicacién anterior, en el que la levadura del
paso (a) pertenece al género Saccharomyces.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la
levadura del paso (a) pertenece a la especie Saccharomyces cerevisiae.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde el
medio del paso (a) es el medio YPD.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el
medio del paso (a) es el medio GCY.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la
variabilidad genética se induce mediante mutagénesis al azar.

Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que la mutagénesis se
realiza mediante radiacion ultravioleta.

Cepas de levadura obtenibles por el procedimiento segun cualquiera de
las reivindicaciones 1-7.

Uso de las cepas de levadura segun la reivindicacién 8 para la
fermentacion alcohdlica.

10.Uso de las cepas de levadura segun la reivindicacién anterior, donde la

fermentacion alcohdlica da lugar a vinos.
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