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Streszczenie: Nowoczesne technologie produkgji bioetanolu wymagaja drozdzy gorzelniczych charakteryzujacych sie termotolerancji,
osmotolerancji i zwiekszonej odpornoéci na metabolity wtorne. Do tej pory nie zaobserwowano w naturze zadnych szczepdw taczacych
wszystkie wyzej wymienione cechy. Od wielu lat prowadzone sa intensywne badania nad poprawa wlasciwosci technologicznych
szczepow przemystowych. Opracowano szereg metod umozliwiajacych genetyczna poprawe drozdzy gorzelniczych. Jedna z najbardziej
obiecujacych i skutecznych metod jest tasowanie genomowe, umozliwiajace tworzenie hybryd, ktorych genom jest wynikiem potaczenia
duzych fragmentéw DNA pochodzacych ze szczepéw o wyraznych réznych cechach fenotypowych. Tasowanie genomowe stwarza wielka
szanse na to, ze nowy szczep bedzie posiadal cenne geny funkcjonalne, facznie z ich kompletnymi operonami, co zwigksza szans¢ na
dtugoterminowe utrzymanie korzystnych cech technologicznych przez uzyskane hybrydy drozdzy gorzelniczych.

1. Wstep. 2. Drozdze Saccharomyces cerevisiae. 2.1. Genom drozdzy. 2.2. Udzial drozdzy Saccharomyces cerevisiae w procesie produkeji
bioetanolu. 3. Kierunki ulepszania genetycznego. 4. Metody ulepszania genetycznego. 5. Tasowanie genomowe. 5.1. Doskonalenie cech
drozdzy Saccharomyces cerevisiae metoda tasowania genomowego. 6. Podsumowanie

Genome shuffling as an alternative method of improving the properties of distillery yeast

Abstract: Modern technologies of bioethanol production require distillation yeast characterized by thermotolerance, osmotolerance and
increased resistance to secondary metabolites. To date, no strains have been observed in nature which possess all of the above-mentioned
characteristics. For many years, intensive research has been carried out to improve the technological properties of industrial strains.
A number of methods have been developed to allow genetic improvement of distillery yeasts. One of the most promising and effective
methods is genome shuffling, allowing the creation of hybrids whose genome is a combination of large DNA fragments derived from strains
with distinct phenotypic traits. Genome shuftling creates a chance that the new strain will have valuable functional genes, including their
full operons. This, in turn, increases the chance of a long-term maintenance of beneficial technological features by the obtained hybrids.

1. Introduction. 2. Yeast Saccharomyces cerevisiae. 2.1. Yeast genome. 2.2. Role of Saccharomyces cerevisiae yeast in the bioethanol pro-
duction. 3. Pathways of genetic improvement. 4. Methods of genetic improvement. 5. Genome shuffling. 5.1. Improvement of Saccharomyces
cerevisiae yeast strains by genome shuffling method. 6. Conclusion
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1. Wstep

Wspdlczesne technologie produkeji bioetanolu
oparte s3 na jednoetapowym procesie fermentacji eta-
nolowej, polagczonym z procesem hydrolizy roslinnych
polisacharydow (-SSF), ktdry jest duzo wydajniejszy,
ze wzgledu na uproszczong linie technologiczng oraz
skrocenie facznego czasu hydrolizy i fermentacji [31].
Ze wzgledu na to, ze w procesie SSF mikroorganizmy
i enzymy umieszczane s3 w jednym bioreaktorze,
drozdze gorzelnicze maja mozliwos¢ duzo szybszego
przeksztalcania glukozy w etanol, a ciagte usuwanie
cukréw z podloza zmniejsza hamowanie aktywnosci
enzymoéw [12, 50]. Mimo wielu zalet, technologia SSF
posiada wady, zwigzane z réznicami miedzy optymal-
nymi temperaturami dla dzialania celulaz i wzrostu
komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Optimum

temperaturowe dla enzymoéw wynosi 50-60°C, podczas
gdy zakres temperatur, przy ktorych wzrastaja drozdze
gorzelnicze miesci si¢ w granicach od 30 do 37°C [6,
11, 42]. Prowadzenie hydrolizy w temperaturach wta-
$ciwych dla drozdzy spowalnia jej przebieg, zmniej-
szajac tempo wytwarzania etanolu [56]. Dla wydajnej
konwersji biomasy do etanolu wazne jest, by drozdze
S. cerevisiae byty odporne na pogarszajace si¢ warunki
srodowiska zewnetrznego, w ktorych wzrastajg i meta-
bolizuja [14, 22, 26]. Podczas produkcji bioetanolu
powazng przeszkodg dla drozdzy jest stosowanie brze-
czek fermentacyjnych o wysokiej gestosci, czego kon-
sekwencja jest zwigkszone ci$nienie osmotyczne. Inna
operacja jednostkowy, wykorzystywang w przemysle
gorzelniczym, jest wysokotemperaturowa obrobka
hydrotermiczna, ulatwiajgca dzialanie enzymoéw celulo-
litycznych i hemicelulolitycznych, a przebiegajaca cze-
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sto w temperaturze powyzej 200°C. W takich warun-
kach tworzy sie wiele réznych toksyn jak kwas octowy,
turfural i hydroksyfurfural, ktére wptywaja negatywnie
na fizjologie drozdzy [22].

Od lat trwaja poszukiwania szczepéw drozdzy
o zwiekszonej tolerancji na czynniki stresowe. Najtrud-
niejszym elementem przy konstrukeji takich szczepow
jest polaczenie w jednym mikroorganizmie jednocze-
$nie kilku korzystnych cech. Dotychczas stosowane
metody nie gwarantowaly pozyskanie szczepow dlu-
gotrwale zachowujacych pozytywne cechy. W ostatnich
latach pojawily sie nowe techniki modyfikacji gene-
tycznej drozdzy, umozliwiajgce uzyskanie szczepow
taczacego kilka unikalnych, przydatnych przemystowo
wlasciwosci technologicznych.

2. Drozdze Saccharomyces cerevisiae

Drozdze to jednokomérkowce, ktérych ksztalt uza-
lezniony jest od rodzaju drozdzy, a takze stanu fizjolo-
gicznego komorek. Istotne oddzialywanie na ich ksztalt
majg réwniez radykalne warunki srodowiskowe. Nato-
miast wielkos¢ komorek zalezy od gatunku, stopnia roz-
woju oraz warunkéw hodowli [8].

Sciana komérkowa drozdzy stanowi $rednio 10-25%
s.s. calej masy komorkowej, udzial ten zalezy przede
wszystkim od warunkéw wzrostu. Gtéwnymi skladni-
kami §ciany komorkowej wszystkich grzybow sa polisa-
charydy i glikoproteiny. W obecnosci srodowiska hiper-
tonicznego komorka zaczyna si¢ bardzo gwattownie kur-
czy¢ i dochodzi wtedy do utraty nawet 60% pierwotnej
objetosci [24]. Z kolei w srodowisku hypoosmotycznym,
gdy woda przenika do wnetrza komorki, dochodzi do
jej pecznienia, co moze spowodowac rozerwanie blony
komorkowej i $mier¢ samej komorki [8, 34]. Drozdze
w wiekszo$ci sa organizmami mezofilnymi i najlepiej
wzrastaja w temperaturze 20-28°C, cho¢ sg tez gatunki
psychrofilne (4-15°C) oraz termofilne (powyzej 30°C)
[8]. Komorki drozdzy rosng prawidtowo w obecnosci
wody, gdyz od wody zalezne sg przemiany metaboliczne
i transport sktadnikéw odzywczych. Istotne jest takze
stezenie cukrow i soli rozpuszczonych w wodzie, ktore
w duzej ilosci powodujg obnizenie aktywnosci wody
(a,). Optymalna aktywno$¢ wody odpowiada opty-
malnemu cie$nieniu osmotycznemu, wtedy szybkos¢
wzrostu i aktywno$¢ zyciowa drozdzy jest najwieksza
[8, 29, 43]. Saccharomyces cerevisiae klasyfikowane sa
do drozdzy, ktérych optimum temperaturowe miesci si¢
w zakresie 30-35°C, a nieznaczne odchylenia od mini-
mum i maksimum uzaleznione s3 od poszczegdlnych
szczepow [55]. Zbyt wysoka, jak réwniez zbyt niska
temperatura powoduje uszkodzenie cytoplazmatycznej
blony komérkowej, co w efekcie prowadzi do zaburze-
nia jej przepuszczalnosci [44].
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2.1. Genom drozdzy

Genom drozdzy S. cerevsiae byl w historii genetyki
pierwszym genomem eukariotycznym, ktory zostal
zsekwencjonowany w calosci. Dokladnie 24 kwietnia
1996 roku, dzigki wspotpracy 600 naukowcow z Europy,
Ameryki Pétnocnej i Japonii, oficjalnie przedstawiono
jego pelng sekwencje nukleotydows [15, 19, 32]. Grzyby
jako najprostsze eukarionty maja genomy mniejsze, ale
juz kregowce, maja genomy zdecydowanie wieksze. Jed-
nakze zalezno$¢ ta, nie jest do konca jasna, co opisuje
tzw. paradoks wartosci C (ilos¢ DNA w haploidalnym
genomie). W drugiej potowie XX w. przeprowadzono
badania, ktére wykazaly, ze w genomach organiz-
mow mniej zlozonych, sa duzo lepiej zagospodarowane
przestrzenie, a geny znajduja si¢ bardzo blisko siebie
i stad ich ilos¢ jest wigksza [2]. Genom drozdzy zawiera
wiekszg liczbe genéw, a wérdd nich tylko nieliczne geny
sa nieciagle (poprzerywane odcinkami niekodujgcymi),
posiada takze niewiele powtarzajgcych sie sekwencji
rozproszonych w genomie. Wedlug doniesient nauko-
wych prawie 23% genomu drozdzy jest niemal iden-
tyczne jak genomu ludzkiego [9].

Plastyczno$¢ genomu drozdzy jest bardzo waznym
warunkiem wplywajacym na dynamiczng adaptacje do
zmian srodowiskowych. Geny, a nawet cate operony, sa
przenoszone jako mobilne jednostki genetyczne przez
wewnatrzkomorkowe i miedzykomorkowe transfery.
Nastepnie geny lub tez operony ulegajg rozlegtym pro-
cesom rekombinacji. W przypadku organizméw euka-
riotycznych powtarzajace si¢ sekwencje odgrywaja
jeszcze istotniejszg role. W genomie eukariotycznym
az 50% stanowia elementy ruchome, ktére mogga dziata¢
jako rekombinacyjne ,,hot-spots” (tzw. gorace miejsca,
bardzo podatne na mutacje), do ktérych sekwencje
chetniej si¢ przylaczaja [38]. Dzieki temu mozliwe jest
zapewnienie skuteczno$ci opisywanej w tym artykule
metody tasowania genomowego.

2.2. Udzial drozdzy Saccharomyces cerevisiae
w procesie produkgji bioetanolu

Fermentacja glukozy do etanolu i dwutlenku wegla
przez drozdze odbywa sie¢ na szlaku fruktozobisfosfo-
ranowym, w ktérym metabolizowana jest jedna cza-
steczka glukozy, powstaja dwie czasteczki pirogronianu,
przeksztalcane w nastepnym etapie do aldehydu octo-
wego, ulegajacego redukeji do etanolu. Dochodzi takze
do wydzielenia ditlenku wegla. Powstajace w wyniku
glikolizy dwa mole ATP sg wykorzystywane do pro-
cesOw biosyntezy sktadnikéw komoérek drozdzy, ktéra
obejmuje szereg bioreakcji wymagajacych energii [16,
44]. Stad tez, produkcja etanolu jest w istotny sposob
polaczona ze wzrostem komorek drozdzy. Bez ciag-
fego wykorzystania czasteczek ATP przez drozdze do
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ich wzrostu, glikoliza zostaje natychmiast zatrzymana,
poniewaz kumulacja wewngtrzkomorkowa czasteczek
ATP powoduje hamowanie dziatania fosfofruktokinazy
(PFK), jednego z najwazniejszych enzymdw regulacyj-
nych procesu glikolizy [3].

Maksymalne stezenie etanolu jest zalezne od odpor-
noéci drozdzy na powstaly produkt, a wraz ze wzrostem
stezenia etanolu szybko$¢ fermentacji zawsze ulega zna-
czacemu spowolnieniu. Toksyczne dzialanie etanolu
wplywa na procesy metaboliczne, a jego najsilniejsze
dzialanie przypada na etap rozmnazania komorek
drozdzy. Odpornos¢ drozdzy na etanol zalezy przede
wszystkim od sktadu chemicznego ich btony cytoplaz-
matycznej, co z kolei wynika z obecnosci lub braku
tlenu w $rodowisku [10, 23].

Gléwnymi cechami drozdzy gorzelniczych S. cere-
visiae jest zdolno$¢ do przeprowadzenia szybkiej
i dynamicznej fermentacji etanolowej, a takze odpor-
no$¢ na 10-15% stezenia etanolu oraz wysoka zdol-
no$¢ fermentowania cukrow z grupy heksoz (glukoza,
maltoza, sacharoza, galaktoza). Drozdze najefektyw-
niej fermentuja w temperaturze 30-33°C przy sto-
sunkowo niskim pH. Sa odporne na dziatanie takich
kwaséw organicznych, jak kwas winowy, jabtkowy czy
cytrynowy i innych kwaséw nielotnych. Natomiast
kwasy lotne, takie jak octowy, sa dla drozdzy toksyczne
[13, 27, 30, 39].

3. Kierunki ulepszania genetycznego

Istnieje bardzo wiele czynnikéw fizycznych, che-
micznych i biologicznych $rodowiska zewnetrznego,
ktdére w istotny sposob wplywaja na wzrost i metabo-
lizm komérek drozdzy S. cerevisiae [22, 47]. Do najwaz-
niejszych zmian srodowiskowych, nazywanych czgsto
stresami Srodowiskowymi, ktére determinujg dzialanie
mikroorganizmdéw podczas procesu fermentacji eta-
nolowej naleza: podwyzszenie temperatury procesu,
zwigzane z zastosowaniem technologii SSF (stres tem-
peraturowy), zwiekszenie ci$nienia osmotycznego, ze
wzgledu na wysoki poziom cukru (stres osmotyczny),
zwiekszenie stezenia etanolu, co jeszcze bardziej pogle-
bia stres osmotyczny i powoduje hamowanie wzrostu
drozdzy, zwigkszenie stezenia toksycznych zwiazkow
chemicznych, takich jak: furfural, hydroksyfurfural
oraz kwas octowy, zwigkszenie toksycznosci powstajg-
cej w wyniku peroksydacji lipidéw oraz produkeji rod-
nikéw nadtlenkowych i zwigzkéw aldehydowych (stres
oksydacyjny) a takze stres mechaniczny, wynikajacy
z dzialania urzadzen stosowanych podczas procesu fer-
mentacji, prowadzacy do uszkodzen komorek drozdzy
[22]. Wzgledna odpornos¢ S. cerevisiae na pojawiajace
sie stresy $srodowiskowe, jest powodem najczestszego
wyboru tego gatunku mikroorganizméw do proceséw
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fermentacyjnych [37]. Jednakze, konieczne jest pozna-
wanie mechanizméw odpowiedzi komérek drozdzy
gorzelniczych na stresy srodowiskowe oraz podejmo-
wanie proby maksymalnego zredukowania negatyw-
nych skutkow, co bezposrednio faczy si¢ z usprawnia-
niem przebiegu procesu produkgji bioetanolu.

Drozdze gorzelnicze wykazuja duza zdolno$¢ do
rozkladu glukozy i w konsekwencji do wytwarzania
bioetanolu, zaréwno w przypadku surowcéw skro-
biowych, jak i lignocelulozowych. Istotny problem
stanowi jednak brak zdolnosci do biosyntezy enzy-
mow niezbednych do przeksztalcania polisacharydéw.
W przypadku polimeréw skrobiowych bardzo wazne
s3 enzymy amylolityczne, natomiast do hydrolizy bio-
masy lignocelulozowej kluczowe jest dzialanie enzy-
mow celulolitycznych i hemicelulolitycznych. Obecnie
szeroka perspektywe stanowig rekombinanty drozdzy
S. cerevisiae, ktore dzigki swoim nowo nabytym wiasci-
wosciom, w sposob bezposredni przeksztalcaja skrobie
i celuloze do glukozy 25, 60].

Drozdze gorzelnicze S. cerevisiae stosowane w pro-
cesie fermentacji etanolowej nie sg zdolne do fermen-
tacji pentoz [52]. Nie posiadajg takze wystarczajacej
aktywnosci celulolitycznej, hemicelulolitycznej i amy-
lolitycznej [55]. Pierwsze proby opracowania metod
inzynierii metabolizmu cukréw prostych u droz-
dzy zostaly podjete w latach 70. dwudziestego wieku
[17]. Zasadniczym celem jest wytworzenie zdolnosci
szczepow produkujacych etanol do rozktadu pentoz.
Jednym z gtéwnych kierunkéw w tym zakresie, jest
metoda polegajaca na wprowadzeniu do komoérek droz-
dzy genéw metabolizmu ksylozy i arabinozy z innych
organizméw. Pomimo tego, ze drozdze S. cerevisiae nie
maja zdolnosci metabolizmu ksylozy, to na podlozu
z ksyluloza w warunkach ograniczonego natleniania
wytwarzajg nieznaczne ilosci etanolu. Ksyluloza jest
poddawana reakcjom utleniania i redukcji, a przed-
tem jest fosforylowana przez ksylulokinaze (XKS1) do
ksylulozo-5-fosforanu. W nastepstwie, podczas reakeji
szlaku pentozo-fosforanowego zostaje przeksztalcona
do intermediatéw glikolizy, co w ostateczno$ci moze
prowadzi¢ do wyprodukowania etanolu [40, 51].

4. Metody ulepszania genetycznego

W ostatnich kilkudziesieciu latach najczesciej sto-
sowanymi metodami ulepszania genetycznego szcze-
pow byly metody klasyczne, jak mutagenizacja i fuzja
protoplastow, a takze metody inzynierii genetycznej
wykorzystujace technologie rekombinacji DNA in vitro
- klonowanie genoéw [18, 33, 58]. Klasyczne metody
doskonalenia drobnoustrojéow sg znane od poczatku
istnienia przemystu biotechnologicznego, a jednak ich
zakres mozliwosci modyfikacyjnych jest ograniczony.
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Z kolei inzynieria genetyczna stwarza duzo wigksza
szanse na uzyskanie szczepéw o nowych wlasciwo-
sciach [36]. Odpowiedz komorek S. cerevisiae na stresy
srodowiskowe jest kontrolowana przez system wielo-
genowy, ktéry rozmieszczony jest w genomie drozdzy
w wielu loci. Wiele z tych genéw nie jest dostatecz-
nie scharakteryzowana fenotypowo i malo jest danych
na temat ich organizacji, stad klasyczne metody inzy-
nierii genetycznej s3 mato przydatne podczas oddziaty-
wania na tolerancj¢ komoérkows. Dlatego tez istotnym
narzedziem doskonalenia przemystowych szczepéw
mikroorganizméw stala si¢ inzyniera kombinato-
ryczna i nalezgca do niej metoda tasowania genomo-
wego. Technika ta pozwala na ukierunkowang ewolucje
calych organizméw poprzez rekurencyjne rekombina-
cje na poziomie genomu [7].

Wraz z rozwojem technik inzynierii biologii mole-
kularnej oraz inzynierii genetycznej, coraz prostsze
jest bezposrednie wprowadzanie zmian do materiatu
genetycznego, a ocena efektow tych zmian nabiera zna-
czenia. Analizg efektéw zmian genetycznych postuguje
sie inzyniera metaboliczna [18]. Zostala opisana jako
»ukierunkowana poprawa tworzenia produktéow lub
wlasciwoséci komoérkowych poprzez modyfikacje spe-
cyficznych reakcji biochemicznych lub wprowadzenie
nowych, z wykorzystaniem technologii rekombinacji
DNA” [49]. Inzynieria metaboliczna uwzglednia cate
systemy komodrkowe oraz wszelkie manipulacje gene-
tyczne zmieniajace ogdlna wydajnos¢ bioprocesdw, co
odrdznia ja od prostych metod inzynierii genetycznej
[5]. Inzynieria metaboliczna jest interdyscyplinarna
dziedzing, ktéra wykorzystuje zasady inzynierii reakcji
chemicznych, informatyki, biochemii i biologii mole-
kularnej w celu modyfikacji szlakéw metabolicznych
i uzyskania maksymalnego strumienia wybranego
metabolitu [28]. Zastosowanie inzynierii metabolicznej
dla poprawy fenotypéw wynika z pojawienia si¢ bar-
dziej wszechstronnych narzedzi genetycznych, a takze
ze wzbogaconej wiedzy o komoérce mikroorganizméw.
Mimo niezwyklych rezultatow, jakie zostaly osiggniete
poprzez zastosowanie inzynierii metabolicznej, braki
dotyczace szczegdtowej wiedzy na temat relacji geno-
typ-fenotyp ograniczaja wykorzystywanie tej metody
[21]. Za to coraz cze$ciej pojawiajg sie doniesienia
naukowe sugerujace laczenie inzynierii metabolicznej
z tasowaniem genomowym. Podejscie tasowania geno-
mowego ma potencjal do ulatwienia dzialan inzynierii
metabolicznej i stanowi jej alternatywe, prowadzac do
szybkiego uzyskania pozadanych fenotypdw i generowa-
nia ulepszonych szczepdéw przemystowych [21, 48, 53].
Technika ta moze by¢ zintegrowana z inzynierig meta-
boliczna w celu promowania zdolnosci ewolucyjnych
ztozonego fenotypu. Metody, takie jak tasowanie geno-
mowe powinny by¢ wlaczone jako integralne czesci
narzedzi nowoczesnej inzynierii metabolicznej [21].
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5. Tasowanie genomowe

Tasowanie genomowe (genome shuffling) nalezy do
narzedzi inzynierii kombinatorycznej. Po raz pierwszy
metoda ta zostala zaprezentowana w 2002 roku przez
zespot Willema P.C. Stemmera. Badacze ci, koncen-
trowali si¢ przede wszystkim na poprawie szczepdw
poprzez tasowanie DNA oraz ewolucje ukierunko-
wang. Technika tasowania DNA to metoda in vitro
homologicznej rekombinacji puli wybranych genéw
zmutowanych przez losowa fragmentacje i ponowna
tanncuchowg reakcje polimerazy. Dzigki tasowaniu
DNA, udalo si¢ uzyska¢ ukierunkowana ewolucje
kilku genodw, dlatego tez jako podobna strategie zapro-
ponowano wiasnie tasowanie genomowe [21]. Proces
ten taczy w sobie zalet¢ krzyzowania wielu rodzicow,
umozliwionego przez tasowanie DNA, a takze rekombi-
nacji calych genomow, zwigzanej z konwencjonalnymi
hodowlami lub tez fuzjg protoplastéw [1]. Dzigki taso-
waniu mozliwa jest jednoczesna zmiana genetyczna
w réznych pozycjach catego genomu, oparta na pla-
stycznoéci genomu, bez konieczno$ci zdobywania
danych na temat jego sekwencji [21, 38]. Ze wzgledu
na jednoczesne zmiany w réznych pozycjach genomu,
tasowanie umozliwia zgromadzenie pozytywnych
mutacji oraz eliminacje tych zbednych, a zatem daje
mozliwos¢ pozyskania mikroorganizméw najlepiej
dopasowanych do wybranych warunkéw hodowli [54].

Tasowanie genomowe bazuje na wytwarzaniu ge-
netycznej oraz fenotypowej réznorodnosci w popula-
cji w nastgpstwie badan przesiewowych oraz selekcji
ulepszonych fenotypow [21]. Podczas gdy klasyczne
metody ulepszania mikroorganizméw pomagaja jedy-
nie wybra¢ mutanty do nastgpnych rund, tasowanie
genomowe wykorzystuje znacznie wieksza propor-
cje réznorodnosci obecnej w danej populacji [48].
Dotychczas stosowane metody ulepszania mikro-
organizmow nie gwarantowaly pozyskania szczepdw,
ktoére dlugotrwale zachowywalyby pozadane cechy.
Tasowanie pozwala na Igczenie calych genomoéw, co
stwarza szanse na to, ze nowy szczep bedzie posiadal
cenne geny funkcjonalne tacznie z ich kompletnymi
operonami, zawierajagcymi obok genéw funkcjonalnych
takze geny regulujace ich ekspresje. Daje to mozliwosé
diugotrwalego utrzymania pozadanego fenotypu przez
powstale hybrydy. Naukowcy z grupy W.C.P. Stemmera,
dokonali pordéwnania efektéw ulepszania szczepow
dokonanych metodami klasycznymi i metoda taso-
wania genomowego. Autorzy stwierdzili, ze 20 rund
klasycznych metod poprawy szczepu, przy wykorzy-
staniu ok. miliona testéw, wykonywanych przez okres
20 lat, pozwolilo na uzyskanie 6-krotnie wickszej
produkcji naturalnych wtérnych metabolitéw przez
szczepy. Natomiast w przypadku tasowania, juz dwie
rundy byly wystarczajace do osiagniecia podobnych
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wynikow, w ciggu jednego roku i przy uzyciu tylko
24 tys. testow [61].

Technika tasowania jest szczegolnie odpowiednia
dla poprawy wielu cech fenotypowych, ktére sg trudne
do zmodyfikowania poprzez metody tradycyjne, ze
wzgledu na brak informacji na temat zestawu gendw,
ktore muszg zosta¢ zmodyfikowane, by mdoc wywolaé
korzystny wptyw zmian [4]. W poréwnaniu z innymi
technikami inzynierii genetycznej, tasowanie geno-
mowe jest duzo wygodniejsze i latwiejsze do realizo-
wania. Zastosowanie tej metody nie wymaga drogich
urzadzen i materialow, stad tez jej koszt nie jest wysoki.
Ponadto, z uwagi na relatywnie prosta i precyzyjna
mozliwos¢ wykonania, tasowanie moze by¢ upowszech-
nione w wielu laboratoriach badawczych [21].

Tasowanie genomowe to technika oparta na fuzji
protoplastow stosowanej do modyfikacji cech fenotypo-
wych juz od péznych lat 70. dwudziestego wieku. Pro-
toplasty pochodzace z réznych szczepdw z sukcesem
sg taczone, co wskazuje na bardzo szerokie zastosowa-
nie techniki w inzynierii komorki [21, 38]. Pomimo
tego, ze metoda tasowania genomowego pochodzi
od fuzji protoplastow, to w istotny sposdb rdzni sie
od niej. Jak juz wspomniano, konwencjonalna fuzja
odbywa si¢ pomiedzy dwiema komoérkami o réznych
cechach genetycznych i w konsekwencji mozna uzy-
ska¢ silne rekombinanty z cechami pochodzacym od
obu rodzicow. Efekt rekombinacji wynika z potaczenia
tylko dwojga rodzicéw z jednego pokolenia. Tasowanie
genomowe umozliwia kombinacje pomiedzy wieloma
rodzicami z kazdego pokolenia, a takze kilka powtarza-
jacych sie rund fuzji genomu. Mozliwe jest takze tacze-
nie genoméw pochodzacych od organizméw naleza-
cych do odleglych grup taksonomicznych i przylaczenie
do genomu danej komorki fragmentdéw wyizolowanego
DNA. Takie podejscie zdecydowanie zwieksza rézno-
rodno$¢ genetyczng potomstwa i znaczaco podwyzsza
szanse na uzyskanie wysokiej wydajnosci szczepu.

Efektywno$¢ tasowania genomowego jest wyzsza niz
konwencjonalnych metod, takich jak mutagenizacja czy
fuzja protoplastow, gdyz technika ta przyspiesza proces
poprawy wlasciwosci szczepow poprzez rekursywna
fuzje protoplastow pomiedzy szczepami wielu rodzi-
cOw. Jezeli zaangazowana jest wieksza liczba szczepdw
rodzicielskich, wtedy mozna uzyska¢ proporcjonalnie
wiecej hybryd. Konieczne jest wskazanie, ze kluczows
zaletg tasowania jest wzmacnianie réznorodnosci gene-
tycznej populacji potomstwa. Wazny jest tez fakt, ze
metoda tasowania genomowego nie ogranicza si¢ tylko
do mikroorganizmow, ktore maja ,,klarowne” podloze
genetyczne. Mimo Zze, konwencjonalna technologia
rekombinacji genu pozwala na kombinacje miedzy
wieloma rodzicami, to odnosi si¢ tylko do fragmentdw
DNA, a nie do catych genoméw. Wprawdzie fenotyp
komorkowy jest przejawem globalnego poziomu eks-
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presji genu, zapotrzebowania metabolicznego czy stre-
sow komorki, to jednak profil komdrkowy zalezy od
ekspresji duzej liczby gendw, ktdre sa stabo poznane
i bardzo szeroko rozmieszczone w genomie. Tasowa-
nie jako strategia inzynierii calych genomdw, majaca
mozliwosci wykorzystywania mikroorganizméw bez
znajomosci podioza genetycznego, jest duzo bardziej
skuteczna [21, 41]. Biorgc pod uwage, ze tasowa-
nie genomowe opiera si¢ na naturalnej rekombinacji
homologicznej, otrzymana zmutowana populacja, nie
jest uwazana za organizmy zmodyfikowane genetycz-
nie. Ulepszone ta metodg szczepy moga by¢ stosowane
m.in. do produkgji bioetanolu [21, 38, 46, 59].
Biblioteka szczepow rodzicielskich jest konstruo-
wana na bazie skriningu szczepéw wyjsciowych (dzi-
kich) lub mutantéw w oparciu o réznice fenotypowe.
Tworzenie biblioteki ma tez na celu generowanie wiek-
szej liczby genotypow. Pozadane szczepy w kolejnym
etapie ulegaja rekursywnej fuzji protoplastow. Gtéwna
ideg selekcji szczepdw rodzicielskich jest wlasnie
wytworzenie réznorodnosci fenotypowej oraz geno-
typowej. Brak doboru odpowiedniej selekcji powo-
duje, ze nie zostaje uzyskany pozadany fenotyp. Do
pierwszego etapu tasowania powinny by¢ stosowane
zaréwno szczepy dzikie z wysoka wydajnoscig, jak
i populacje o zwigkszonej réznorodnosci. Konstrukcja
biblioteki szczepdw rodzicielskich bazuje na klasycz-
nym podejéciu, takim jak mutagenizacja, ktora jest
wiodacg metoda aktywowania zréznicowanej popula-
cji [21]. W tym procesie szczep dziki poddawany jest
jednej lub kilku rundom mutagenizacji, przy udziale
mutagenu. Tasowanie genomowe wykorzystuje rézno-
rodno$¢ wérdd populacji juz istniejacych i pozwala na
tzw. krzyzowanie wsteczne (potomka z rodzicem), aby
wyeliminowa¢ nieistotne lub szkodliwe zmiany genow,
ktére moga gromadzi¢ sie w trakcie przebiegu losowej
mutagenizacji [41]. Selekcja szczepdw rodzicielskich
jest skoncentrowana na docelowym fenotypie, takim
jak produktywnos¢ metabolitéw czy odpornos$¢ na
czynniki $rodowiska zewnetrznego. Czesto zdarza sig,
ze szczepy o zwigkszonej produktywnosci czy wiek-
szej tolerancji na warunki $rodowiska, charakteryzuja
sie ostabionym wzrostem [21]. Nastepnym etapem
tasowania genomowego jest fuzja protoplastow, ktora
umozliwia homologiczng rekombinacje¢ genomow [41].
Konwencjonalna fuzja protoplastow jest bardzo efek-
tywng metoda, powodujgca wysoka czestotliwo$¢ trans-
feru genu i wydajnos¢ rekombinacji. Jednak odnosi si¢
to tylko do sytuacji, gdy mamy dwoje rodzicow, bo
gdy fuzja odbywa si¢ miedzy wieloma rodzicami, jej
wydajnos¢ jest niska. Problem ten rozwigzuje tasowa-
nie genomowe zawierajagce metode rekursywnej fuzji
protoplastow pomiedzy wieloma réznymi szczepami
rodzicielskimi w kazdym pokoleniu, ktéra zapewnia
wymiane informacji w obrebie populacji. Juz po dwdch
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rundach fuzji mozna uzyska¢ szczep charakteryzu-
jacy sie kilkoma ulepszonymi cechami fenotypowymi
[21]. Wysoka wydajno$¢ rekurencyjnej fuzji protopla-
stow jest istotg sukcesu tasowania genomowego [57].
Ostatnim etapem tasowania genomowego jest wybor
pozadanego fenotypu z wykorzystaniem metody skri-
ningu. Jest to jeden z wazniejszych krokéw calej pro-
cedury tasowania. Klasyczne metody skriningu bazuja
na charakterystyce fizykochemicznej i biochemicznej,
a takze na markerach genetycznych [11]. Coraz bardziej
ekspansywny jest takze rozwoj wysokowydajnej proce-
dury skriningu dla zwigkszenia sukcesu uzyskania ulep-
szonego fenotypu. Decydujace zmiany w procedurze
badan przesiewowych, a takze technologie analityczne
takie jak HPLC czy spektroskopia mas, dajg szans¢ na
przetestowanie obszernych bibliotek szczepéw i sukces
w izolacji pozadanych fenotypow [21].

5.1. Doskonalenie cech drozdzy Saccharomyces
cerevisiae metoda tasowania genomowego

Doniesienia naukowe wskazujg na poprawe cech
tenotypowych szczepow drozdzy gorzelniczych S. cere-
visiae, uzyskanych metodg tasowania genomowego.
W swoich publikacjach wielu naukowcow opisuje, ze
juz po dwodch rundach tasowania udato im sie pozy-
ska¢ szczepy z pozadanymi wlasciwosciami technolo-
gicznymi. Steensels i wsp. zoobserwowali, Ze metoda
tasowania genomowego jest bardzo szybka, z uwagi
na to, ze dwie rundy pozwalaja na uzyskanie efektu,
ktérego osiagniecie jeszcze kilka lat temu, wyma-
galo co najmniej dwdch dekad badan i ogromnego
nakladu finansowego [48]. Zheng i wsp. po dwoch
rundach tasowania genomowego pozyskali szczep
drozdzy S. cerevisiae odznaczajgcy si¢ o 21,6% wigksza
aktywnoscig fermentacyjna. Wykazali, ze w jednym
ulepszonym szczepie znajduje sie kilka pozadanych
technologicznie cech, w tym odporno$¢ na obecnosé
toksycznego metabolitu jakim jest kwas octowy [62].
Gong i wsp. po przeprowadzeniu tasowania genomo-
wego, wyizolowali ponad 200 ulepszonych szczepdéw
S. cerevisiae, ktére po wstepnej selekcji ograniczyli do
21 szczepow, produkujacych wigkszg ilos¢ etanolu niz
szczepy rodzicielskie, a sp$rod nich wybrali dwa wyka-
zaly termotolerancje¢ w temp. 43°C [20]. Podobne prace
badawcze prowadzit Orosco i wsp. Autorzy Ci zastoso-
wali tasowanie genomowe, aby zwiekszy¢ odpornosci
drozdzy S.cerevisiae na podwyzszong temperature
i zawarto$¢ etanolu. Po przeprowadzeniu kilku rund
tasowania, uzyskali szczep, ktory w temp. 42°C i przy
18% stezeniu etanolu charakteryzowal si¢ o ponad 10%
wyzsza aktywnoscig fermntacyjng niz przemystowy
szczep wyjsciowy [35]. Z kolei Shi i wspét. wykonali
trzy rundy tasowania i otrzymali bardzo cenny szczep
drozdzy S. cerevisiae, ktory potrafit w temp. 45°C i przy
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20% stezeniu etanolu wyprodukowaé 10% (w/v) eta-
nolu [45]. Jak dowodzg przytoczone powyzej wyniki
badan, mozliwe jest uzyskanie nowych hybryd drozdzy
gorzelniczych, posiadajacych istotne z punktu widzenia
przemystu gorzelniczego cechy. Jednakze do osiggnie-
cia pelnego sukcesu tej metody, konieczna jest weryfi-
kacja cech uzytkowych nowego, ulepszonego szczepu
drozdzy, wymagajaca podjecia badan nad stabilnoscia
zaréwno fenotypu jak i genotypu.

6. Podsumowanie

Tasowanie genomowe to jedna z nowych tech-
nik, ktéra wykorzystuje juz istniejaca réznorodnosé
w znacznie wigkszym stopniu. Coraz szersze sg zatem
perspektywy uzyskania pozadanych szczepéw drozdzy
gorzelniczych o zwigkszonej odpornosci na stresy sro-
dowiskowe. Istotne jest takze to, ze wigkszos¢ metod
ulepszania wlasciwosci szczepu nie wyklucza sie wza-
jemnie, lecz mozna je laczy¢, zeby stworzy¢ jeszcze
wieksze zmiennosci, a takze zminimalizowaé wady
poszczegolnych technik. Mozna to zaobserwowaé
chocby przy polaczeniu losowej mutagenizacji z wie-
lokrotnymi rundami tasowania genomowego, co jest
bardzo przysztosciowym rozwigzaniem, w odniesie-
niu do rekombinacji zaréwno oczekiwanych mutacji,
jak i do zlikwidowania szkodliwych mutacji. Taso-
wanie genomowe to technika szybka, wygodna i ma
ogromny potencjal pozyskiwania pozadanych cech
fenotypowych. Stad tez, metoda ta znajduje coraz to
szersze zastosowanie w innowacyjnych badaniach nad
cechami technologicznymi drozdzy S. cerevisiae stoso-
wanych w produkeji bioetanolu.
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