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1. Wstęp

Współczesne technologie produkcji bioetanolu 
oparte są na jednoetapowym procesie fermentacji eta-
nolowej, połączonym z procesem hydrolizy roślinnych 
polisacharydów (-SSF), który jest dużo wydajniejszy, 
ze względu na uproszczoną linię technologiczną oraz 
skrócenie łącznego czasu hydrolizy i fermentacji [31]. 
Ze względu na to, że w procesie SSF mikroorganizmy 
i enzymy umieszczane są w jednym bioreaktorze, 
drożdże gorzelnicze mają możliwość dużo szybszego 
przekształcania glukozy w etanol, a ciągłe usuwanie 
cukrów z podłoża zmniejsza hamowanie aktywności 
enzymów [12, 50]. Mimo wielu zalet, technologia SSF 
posiada wady, związane z różnicami między optymal-
nymi temperaturami dla działania celulaz i wzrostu 
komórek drożdży Saccharomyces cerevisiae. Optimum 

temperaturowe dla enzymów wynosi 50–60°C, podczas 
gdy zakres temperatur, przy których wzrastają drożdże 
gorzelnicze mieści się w granicach od 30 do 37°C [6, 
11, 42]. Prowadzenie hydrolizy w temperaturach wła-
ściwych dla drożdży spowalnia jej przebieg, zmniej-
szając tempo wytwarzania etanolu [56]. Dla wydajnej 
konwersji biomasy do etanolu ważne jest, by drożdże 
S. cerevisiae były odporne na pogarszające się warunki 
środowiska zewnętrznego, w których wzrastają i meta-
bolizują [14, 22, 26]. Podczas produkcji bioetanolu 
poważną przeszkodą dla drożdży jest stosowanie brze-
czek fermentacyjnych o wysokiej gęstości, czego kon-
sekwencją jest zwiększone ciśnienie osmotyczne. Inną 
operacją jednostkową, wykorzystywaną w przemyśle 
gorzelniczym, jest wysokotemperaturowa obróbka 
hydrotermiczna, ułatwiająca działanie enzymów celulo-
litycznych i hemicelulolitycznych, a przebiegająca czę-
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sto w temperaturze powyżej 200°C. W takich warun-
kach tworzy się wiele różnych toksyn jak kwas octowy, 
furfural i hydroksyfurfural, które wpływają negatywnie 
na fizjologię drożdży [22].

Od lat trwają poszukiwania szczepów drożdży 
o zwiększonej tolerancji na czynniki stresowe. Najtrud-
niejszym elementem przy konstrukcji takich szczepów 
jest połączenie w jednym mikroorganizmie jednocze-
śnie kilku korzystnych cech. Dotychczas stosowane 
metody nie gwarantowały pozyskanie szczepów dłu-
gotrwale zachowujących pozytywne cechy. W ostatnich 
latach pojawiły się nowe techniki modyfikacji gene-
tycznej drożdży, umożliwiające uzyskanie szczepów 
łączącego kilka unikalnych, przydatnych przemysłowo 
właściwości technologicznych.

2. Drożdże Saccharomyces cerevisiae

Drożdże to jednokomórkowce, których kształt uza-
leżniony jest od rodzaju drożdży, a także stanu fizjolo-
gicznego komórek. Istotne oddziaływanie na ich kształt 
mają również radykalne warunki środowiskowe. Nato-
miast wielkość komórek zależy od gatunku, stopnia roz-
woju oraz warunków hodowli [8].

Ściana komórkowa drożdży stanowi średnio 10–25% 
s.s. całej masy komórkowej, udział ten zależy przede 
wszystkim od warunków wzrostu. Głównymi skład ni- 
kami ściany komórkowej wszystkich grzybów są polisa-
charydy i glikoproteiny. W obecności środowiska hiper-
tonicznego komórka zaczyna się bardzo gwałtownie kur-
czyć i dochodzi wtedy do utraty nawet 60% pierwotnej 
objętości [24]. Z kolei w środowisku hypoosmotycznym, 
gdy woda przenika do wnętrza komórki, dochodzi do 
jej pęcznienia, co może spowodować rozerwanie błony 
komórkowej i śmierć samej komórki [8, 34]. Drożdże 
w większości są organiz mami mezofilnymi i najlepiej 
wzrastają w temperaturze 20–28°C, choć są też gatunki 
psychrofilne (4–15°C) oraz termofilne (powyżej 30°C) 
[8]. Komórki drożdży rosną prawidłowo w obecności 
wody, gdyż od wody zależne są przemiany metaboliczne 
i transport składników odżywczych. Istotne jest także 
stężenie cukrów i soli rozpuszczonych w wodzie, które 
w dużej ilości powodują obniżenie aktywności wody 
(aw). Optymalna aktywność wody odpowiada opty-
malnemu cieśnieniu osmotycznemu, wtedy szybkość 
wzrostu i aktywność życiowa drożdży jest największa 
[8, 29, 43]. Saccharomyces cerevisiae klasyfikowane są 
do drożdży, których optimum temperaturowe mieści się 
w zakresie 30–35°C, a nieznaczne odchylenia od mini-
mum i maksimum uzależnione są od poszczególnych 
szczepów [55]. Zbyt wysoka, jak również zbyt niska 
temperatura powoduje uszkodzenie cytoplazmatycznej 
błony komórkowej, co w efekcie prowadzi do zaburze-
nia jej przepuszczalności [44].

2.1. Genom drożdży

Genom drożdży S. cerevsiae był w historii genetyki 
pierwszym genomem eukariotycznym, który został 
zsekwencjonowany w całości. Dokładnie 24 kwietnia 
1996 roku, dzięki współpracy 600 naukowców z Europy, 
Ameryki Północnej i Japonii, oficjalnie przedstawiono 
jego pełną sekwencję nukleotydową [15, 19, 32]. Grzyby 
jako najprostsze eukarionty mają genomy mniejsze, ale 
już kręgowce, mają genomy zdecydowanie większe. Jed-
nakże zależność ta, nie jest do końca jasna, co opisuje 
tzw. paradoks wartości C (ilość DNA w haploidalnym 
genomie). W drugiej połowie XX w. przeprowadzono 
badania, które wykazały, że w  genomach organiz- 
mów mniej złożonych, są dużo lepiej zagospodarowane 
przestrzenie, a geny znajdują się bardzo blisko siebie 
i stąd ich ilość jest większa [2]. Genom drożdży zawiera 
większą liczbę genów, a wśród nich tylko nieliczne geny 
są nieciągłe (poprzerywane odcinkami niekodującymi), 
posiada także niewiele powtarzających się sekwencji 
rozproszonych w genomie. Według doniesień nauko-
wych prawie 23% genomu drożdży jest niemal iden-
tyczne jak genomu ludzkiego [9]. 

Plastyczność genomu drożdży jest bardzo ważnym 
warunkiem wpływającym na dynamiczną adaptację do 
zmian środowiskowych. Geny, a nawet całe operony, są 
przenoszone jako mobilne jednostki genetyczne przez 
wewnątrzkomórkowe i międzykomórkowe transfery. 
Następnie geny lub też operony ulegają rozległym pro-
cesom rekombinacji. W przypadku organizmów euka-
riotycznych powtarzające się sekwencje odgrywają 
jeszcze istotniejszą rolę. W genomie eukariotycznym 
aż 50% stanowią elementy ruchome, które mogą działać 
jako rekombinacyjne „hot-spots” (tzw. gorące miejsca, 
bardzo podatne na mutacje), do których sekwencje 
chętniej się przyłączają [38]. Dzięki temu możliwe jest 
zapewnienie skuteczności opisywanej w tym artykule 
metody tasowania genomowego.

2.2. Udział drożdży Saccharomyces cerevisiae
 w procesie produkcji bioetanolu

Fermentacja glukozy do etanolu i dwutlenku węgla 
przez drożdże odbywa się na szlaku fruktozobisfosfo-
ranowym, w którym metabolizowana jest jedna czą-
steczka glukozy, powstają dwie cząsteczki pirogronianu, 
przekształcane w następnym etapie do aldehydu octo-
wego, ulegającego redukcji do etanolu. Dochodzi także 
do wydzielenia ditlenku węgla. Powstające w wyniku 
glikolizy dwa mole ATP są wykorzystywane do pro-
cesów biosyntezy składników komórek drożdży, która 
obejmuje szereg bioreakcji wymagających energii [16, 
44]. Stąd też, produkcja etanolu jest w istotny sposób 
połączona ze wzrostem komórek drożdży. Bez ciąg-
łego wykorzystania cząsteczek ATP przez drożdże do 
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ich wzrostu, glikoliza zostaje natychmiast zatrzymana, 
ponieważ kumulacja wewnątrzkomórkowa cząsteczek 
ATP powoduje hamowanie działania fosfofruktokinazy 
(PFK), jednego z najważniejszych enzymów regulacyj-
nych procesu glikolizy [3]. 

Maksymalne stężenie etanolu jest zależne od odpor-
ności drożdży na powstały produkt, a wraz ze wzrostem 
stężenia etanolu szybkość fermentacji zawsze ulega zna-
czącemu spowolnieniu. Toksyczne działanie etanolu 
wpływa na procesy metaboliczne, a jego najsilniejsze 
działanie przypada na etap rozmnażania komórek 
drożdży. Odporność drożdży na etanol zależy przede 
wszystkim od składu chemicznego ich błony cytoplaz-
matycznej, co z kolei wynika z obecności lub braku 
tlenu w środowisku [10, 23].

Głównymi cechami drożdży gorzelniczych S. cere-
visiae jest zdolność do przeprowadzenia szybkiej 
i dynamicznej fermentacji etanolowej, a także odpor-
ność na 10–15% stężenia etanolu oraz wysoka zdol-
ność fermentowania cukrów z grupy heksoz (glukoza, 
maltoza, sacharoza, galaktoza). Drożdże najefektyw- 
niej fermentują w temperaturze 30–33°C przy sto-
sunkowo niskim pH. Są odporne na działanie takich 
kwasów organicznych, jak kwas winowy, jabłkowy czy 
cytrynowy i innych kwasów nielotnych. Natomiast 
kwasy lotne, takie jak octowy, są dla drożdży toksyczne 
[13, 27, 30, 39].

3. Kierunki ulepszania genetycznego

Istnieje bardzo wiele czynników fizycznych, che-
micznych i biologicznych środowiska zewnętrznego, 
które w istotny sposób wpływają na wzrost i metabo-
lizm komórek drożdży S. cerevisiae [22, 47]. Do najważ-
niejszych zmian środowiskowych, nazywanych często 
stresami środowiskowymi, które determinują działanie 
mikroorganizmów podczas procesu fermentacji eta-
nolowej należą: podwyższenie temperatury procesu, 
związane z zastosowaniem technologii SSF (stres tem-
peraturowy), zwiększenie ciśnienia osmotycznego, ze 
względu na wysoki poziom cukru (stres osmotyczny), 
zwiększenie stężenia etanolu, co jeszcze bardziej pogłę-
bia stres osmotyczny i powoduje hamowanie wzrostu 
drożdży, zwiększenie stężenia toksycznych związków 
chemicznych, takich jak: furfural, hydroksyfurfural 
oraz kwas octowy, zwiększenie toksyczności powstają-
cej w wyniku peroksydacji lipidów oraz produkcji rod-
ników nadtlenkowych i związków aldehydowych (stres 
oksydacyjny) a także stres mechaniczny, wynikający 
z działania urządzeń stosowanych podczas procesu fer-
mentacji, prowadzący do uszkodzeń komórek drożdży 
[22]. Względna odporność S. cerevisiae na pojawiające 
się stresy środowiskowe, jest powodem najczęstszego 
wyboru tego gatunku mikroorganizmów do procesów 

fermentacyjnych [37]. Jednakże, konieczne jest pozna-
wanie mechanizmów odpowiedzi komórek drożdży 
gorzelniczych na stresy środowiskowe oraz podejmo-
wanie próby maksymalnego zredukowania negatyw-
nych skutków, co bezpośrednio łączy się z usprawnia-
niem przebiegu procesu produkcji bioetanolu.

Drożdże gorzelnicze wykazują dużą zdolność do 
rozkładu glukozy i w konsekwencji do wytwarzania 
bioetanolu, zarówno w przypadku surowców skro-
biowych, jak i lignocelulozowych. Istotny problem 
stanowi jednak brak zdolności do biosyntezy enzy-
mów niezbędnych do przekształcania polisacharydów. 
W przypadku polimerów skrobiowych bardzo ważne 
są enzymy amylolityczne, natomiast do hydrolizy bio-
masy lignocelulozowej kluczowe jest działanie enzy-
mów celulolitycznych i hemicelulolitycznych. Obecnie 
szeroką perspektywę stanowią rekombinanty drożdży 
S. cerevisiae, które dzięki swoim nowo nabytym właści-
wościom, w sposób bezpośredni przekształcają skrobię 
i celulozę do glukozy [25, 60].

Drożdże gorzelnicze S. cerevisiae stosowane w pro-
cesie fermentacji etanolowej nie są zdolne do fermen-
tacji pentoz [52]. Nie posiadają także wystarczającej 
aktywności celulolitycznej, hemicelulolitycznej i amy-
lolitycznej [55]. Pierwsze próby opracowania metod 
inżynierii metabolizmu cukrów prostych u droż-
dży zostały podjęte w latach 70. dwudziestego wieku 
[17]. Zasadniczym celem jest wytworzenie zdolności 
szczepów produkujących etanol do rozkładu pentoz. 
Jednym z głównych kierunków w tym zakresie, jest 
metoda polegająca na wprowadzeniu do komórek droż-
dży genów metabolizmu ksylozy i arabinozy z innych 
organizmów. Pomimo tego, że drożdże S. cerevisiae nie 
mają zdolności metabolizmu ksylozy, to na podłożu 
z  ksylulozą w warunkach ograniczonego natleniania 
wytwarzają nieznaczne ilości etanolu. Ksyluloza jest 
poddawana reakcjom utleniania i redukcji, a  przed-
tem jest fosforylowana przez ksylulokinazę (XKS1) do 
ksylulozo-5-fosforanu. W następstwie, podczas reakcji 
szlaku pentozo-fosforanowego zostaje przekształcona 
do intermediatów glikolizy, co w ostateczności może 
prowadzić do wyprodukowania etanolu [40, 51]. 

4. Metody ulepszania genetycznego

W ostatnich kilkudziesięciu latach najczęściej sto-
sowanymi metodami ulepszania genetycznego szcze-
pów były metody klasyczne, jak mutagenizacja i fuzja 
protoplastów, a także metody inżynierii genetycznej 
wykorzystujące technologie rekombinacji DNA in vitro 
–  klonowanie genów [18, 33, 58]. Klasyczne metody 
doskonalenia drobnoustrojów są znane od początku 
istnienia przemysłu biotechnologicznego, a jednak ich 
zakres możliwości modyfikacyjnych jest ograniczony. 
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Z  kolei inżynieria genetyczna stwarza dużo większą 
szansę na uzyskanie szczepów o nowych właściwo-
ściach [36]. Odpowiedź komórek S. cerevisiae na stresy 
środowiskowe jest kontrolowana przez system wielo-
genowy, który rozmieszczony jest w genomie drożdży 
w  wielu loci. Wiele z tych genów nie jest dostatecz- 
nie scharakteryzowana fenotypowo i mało jest danych 
na temat ich organizacji, stąd klasyczne metody inży-
nierii genetycznej są mało przydatne podczas oddziały-
wania na tolerancję komórkową. Dlatego też istotnym 
narzędziem doskonalenia przemysłowych szczepów 
mikroorganizmów stała się inżyniera kombinato-
ryczna i należąca do niej metoda tasowania genomo-
wego. Technika ta pozwala na ukierunkowaną ewolucję 
całych organizmów poprzez rekurencyjne rekombina-
cje na poziomie genomu [7].

Wraz z rozwojem technik inżynierii biologii mole-
kularnej oraz inżynierii genetycznej, coraz prostsze 
jest bezpośrednie wprowadzanie zmian do materiału 
genetycznego, a ocena efektów tych zmian nabiera zna-
czenia. Analizą efektów zmian genetycznych posługuje 
się inżyniera metaboliczna [18]. Została opisana jako 
„ukierunkowana poprawa tworzenia produktów lub 
właściwości komórkowych poprzez modyfikacje spe-
cyficznych reakcji biochemicznych lub wprowadzenie 
nowych, z wykorzystaniem technologii rekombinacji 
DNA” [49]. Inżynieria metaboliczna uwzględnia całe 
systemy komórkowe oraz wszelkie manipulacje gene-
tyczne zmieniające ogólną wydajność bioprocesów, co 
odróżnia ją od prostych metod inżynierii genetycznej 
[5]. Inżynieria metaboliczna jest interdyscyplinarną 
dziedziną, która wykorzystuje zasady inżynierii reakcji 
chemicznych, informatyki, biochemii i biologii mole-
kularnej w celu modyfikacji szlaków metabolicznych 
i  uzyskania maksymalnego strumienia wybranego 
metabolitu [28]. Zastosowanie inżynierii metabolicznej 
dla poprawy fenotypów wynika z pojawienia się bar-
dziej wszechstronnych narzędzi genetycznych, a także 
ze wzbogaconej wiedzy o komórce mikroorganizmów. 
Mimo niezwykłych rezultatów, jakie zostały osiągnięte 
poprzez zastosowanie inżynierii metabolicznej, braki 
dotyczące szczegółowej wiedzy na temat relacji geno-
typ-fenotyp ograniczają wykorzystywanie tej metody 
[21]. Za to coraz częściej pojawiają się doniesienia 
naukowe sugerujące łączenie inżynierii metabolicznej 
z tasowaniem genomowym. Podejście tasowania geno-
mowego ma potencjał do ułatwienia działań inżynierii 
metabolicznej i stanowi jej alternatywę, prowadząc do 
szybkiego uzyskania pożądanych fenotypów i generowa-
nia ulepszonych szczepów przemysłowych [21, 48, 53]. 
Technika ta może być zintegrowana z inżynierią meta-
boliczną w celu promowania zdolności ewolucyjnych 
złożonego fenotypu. Metody, takie jak tasowanie geno-
mowe powinny być włączone jako integralne części 
narzędzi nowoczesnej inżynierii metabolicznej [21].

5. Tasowanie genomowe

Tasowanie genomowe (genome shuffling) należy do 
narzędzi inżynierii kombinatorycznej. Po raz pierwszy 
metoda ta została zaprezentowana w 2002 roku przez 
zespół Willema P.C. Stemmera. Badacze ci, koncen-
trowali się przede wszystkim na poprawie szczepów 
poprzez tasowanie DNA oraz ewolucję ukierunko-
waną. Technika tasowania DNA to metoda in vitro 
homologicznej rekombinacji puli wybranych genów 
zmutowanych przez losową fragmentację i ponowną 
łańcuchową reakcję polimerazy. Dzięki tasowaniu 
DNA, udało się uzyskać ukierunkowaną ewolucję 
kilku genów, dlatego też jako podobną strategię zapro-
ponowano właśnie tasowanie genomowe [21]. Proces 
ten łączy w sobie zaletę krzyżowania wielu rodziców, 
umożliwionego przez tasowanie DNA, a także rekombi-
nacji całych genomów, związanej z konwencjonalnymi 
hodowlami lub też fuzją protoplastów [1]. Dzięki taso-
waniu możliwa jest jednoczesna zmiana genetyczna 
w różnych pozycjach całego genomu, oparta na pla-
styczności genomu, bez konieczności zdobywania 
danych na temat jego sekwencji [21, 38]. Ze względu 
na jednoczesne zmiany w różnych pozycjach genomu, 
tasowanie umożliwia zgromadzenie pozytywnych 
mutacji oraz eliminację tych zbędnych, a zatem daje 
możliwość pozyskania mikroorganizmów najlepiej 
dopasowanych do wybranych warunków hodowli [54]. 

Tasowanie genomowe bazuje na wytwarzaniu ge- 
netycznej oraz fenotypowej różnorodności w popula-
cji w  następstwie badań przesiewowych oraz selekcji 
ulepszonych fenotypów [21]. Podczas gdy klasyczne 
metody ulepszania mikroorganizmów pomagają jedy-
nie wybrać mutanty do następnych rund, tasowanie 
genomowe wykorzystuje znacznie większą propor-
cję różnorodności obecnej w danej populacji [48]. 
Dotychczas stosowane metody ulepszania mikro-
organizmów nie gwarantowały pozyskania szczepów, 
które długotrwale zachowywałyby pożądane cechy. 
Tasowanie pozwala na łączenie całych genomów, co 
stwarza szansę na to, że nowy szczep będzie posiadał 
cenne geny funkcjonalne łącznie z ich kompletnymi 
operonami, zawierającymi obok genów funkcjonalnych 
także geny regulujące ich ekspresję. Daje to możliwość 
długotrwałego utrzymania pożądanego fenotypu przez 
powstałe hybrydy. Naukowcy z grupy W.C.P. Stemmera, 
dokonali porównania efektów ulepszania szczepów 
dokonanych metodami klasycznymi i metodą taso-
wania genomowego. Autorzy stwierdzili, że 20 rund 
klasycznych metod poprawy szczepu, przy wykorzy-
staniu ok. miliona testów, wykonywanych przez okres 
20  lat, pozwoliło na uzyskanie 6-krotnie większej 
produkcji naturalnych wtórnych metabolitów przez 
szczepy. Natomiast w przypadku tasowania, już dwie 
rundy były wystarczające do osiągnięcia podobnych 
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wyników, w  ciągu jednego roku i przy użyciu tylko 
24 tys. testów [61].

Technika tasowania jest szczególnie odpowiednia 
dla poprawy wielu cech fenotypowych, które są trudne 
do zmodyfikowania poprzez metody tradycyjne, ze 
względu na brak informacji na temat zestawu genów, 
które muszą zostać zmodyfikowane, by móc wywołać 
korzystny wpływ zmian [4]. W porównaniu z innymi 
technikami inżynierii genetycznej, tasowanie geno-
mowe jest dużo wygodniejsze i łatwiejsze do realizo-
wania. Zastosowanie tej metody nie wymaga drogich 
urządzeń i materiałów, stąd też jej koszt nie jest wysoki. 
Ponadto, z uwagi na relatywnie prostą i precyzyjną 
możliwość wykonania, tasowanie może być upowszech-
nione w wielu laboratoriach badawczych [21].

Tasowanie genomowe to technika oparta na fuzji 
protoplastów stosowanej do modyfikacji cech fenotypo-
wych już od późnych lat 70. dwudziestego wieku. Pro-
toplasty pochodzące z różnych szczepów z sukcesem 
są łączone, co wskazuje na bardzo szerokie zastosowa-
nie techniki w inżynierii komórki [21, 38]. Pomimo 
tego, że metoda tasowania genomowego pochodzi 
od fuzji protoplastów, to w istotny sposób różni się 
od niej. Jak już wspomniano, konwencjonalna fuzja 
odbywa się pomiędzy dwiema komórkami o różnych 
cechach genetycznych i w konsekwencji można uzy-
skać silne rekombinanty z cechami pochodzącym od 
obu rodziców. Efekt rekombinacji wynika z połączenia 
tylko dwojga rodziców z jednego pokolenia. Tasowanie 
genomowe umożliwia kombinację pomiędzy wieloma 
rodzicami z każdego pokolenia, a także kilka powtarza-
jących się rund fuzji genomu. Możliwe jest także łącze-
nie genomów pochodzących od organizmów należą-
cych do odległych grup taksonomicznych i przyłączenie 
do genomu danej komórki fragmentów wyizolowanego 
DNA. Takie podejście zdecydowanie zwiększa różno-
rodność genetyczną potomstwa i znacząco podwyższa 
szansę na uzyskanie wysokiej wydajności szczepu. 

Efektywność tasowania genomowego jest wyższa niż 
konwencjonalnych metod, takich jak mutagenizacja czy 
fuzja protoplastów, gdyż technika ta przyspiesza proces 
poprawy właściwości szczepów poprzez rekursywną 
fuzję protoplastów pomiędzy szczepami wielu rodzi-
ców. Jeżeli zaangażowana jest większa liczba szczepów 
rodzicielskich, wtedy można uzyskać proporcjonalnie 
więcej hybryd. Konieczne jest wskazanie, że kluczową 
zaletą tasowania jest wzmacnianie różnorodności gene-
tycznej populacji potomstwa. Ważny jest też fakt, że 
metoda tasowania genomowego nie ogranicza się tylko 
do mikroorganizmów, które mają „klarowne” podłoże 
genetyczne. Mimo że, konwencjonalna technologia 
rekombinacji genu pozwala na kombinacje między 
wieloma rodzicami, to odnosi się tylko do fragmentów 
DNA, a nie do całych genomów. Wprawdzie fenotyp 
komórkowy jest przejawem globalnego poziomu eks-

presji genu, zapotrzebowania metabolicznego czy stre-
sów komórki, to jednak profil komórkowy zależy od 
ekspresji dużej liczby genów, które są słabo poznane 
i bardzo szeroko rozmieszczone w genomie. Tasowa-
nie jako strategia inżynierii całych genomów, mająca 
możliwości wykorzystywania mikroorganizmów bez 
znajomości podłoża genetycznego, jest dużo bardziej 
skuteczna [21, 41]. Biorąc pod uwagę, że tasowa-
nie genomowe opiera się na naturalnej rekombinacji 
homologicznej, otrzymana zmutowana populacja, nie 
jest uważana za organizmy zmodyfikowane genetycz-
nie. Ulepszone tą metodą szczepy mogą być stosowane 
m.in. do produkcji bioetanolu [21, 38, 46, 59]. 

Biblioteka szczepów rodzicielskich jest konstruo-
wana na bazie skriningu szczepów wyjściowych (dzi-
kich) lub mutantów w oparciu o różnice fenotypowe. 
Tworzenie biblioteki ma też na celu generowanie więk-
szej liczby genotypów. Pożądane szczepy w kolejnym 
etapie ulegają rekursywnej fuzji protoplastów. Główną 
ideą selekcji szczepów rodzicielskich jest właśnie 
wytworzenie różnorodności fenotypowej oraz geno-
typowej. Brak doboru odpowiedniej selekcji powo-
duje, że nie zostaje uzyskany pożądany fenotyp. Do 
pierwszego etapu tasowania powinny być stosowane 
zarówno szczepy dzikie z wysoką wydajnością, jak 
i populacje o zwiększonej różnorodności. Konstrukcja 
biblioteki szczepów rodzicielskich bazuje na klasycz-
nym podejściu, takim jak mutagenizacja, która jest 
wiodącą metodą aktywowania zróżnicowanej popula-
cji [21]. W tym procesie szczep dziki poddawany jest 
jednej lub kilku rundom mutagenizacji, przy udziale 
mutagenu. Tasowanie genomowe wykorzystuje różno-
rodność wśród populacji już istniejących i pozwala na 
tzw. krzyżowanie wsteczne (potomka z rodzicem), aby 
wyeliminować nieistotne lub szkodliwe zmiany genów, 
które mogą gromadzić się w trakcie przebiegu losowej 
mutagenizacji [41]. Selekcja szczepów rodzicielskich 
jest skoncentrowana na docelowym fenotypie, takim 
jak produktywność metabolitów czy odporność na 
czynniki środowiska zewnętrznego. Często zdarza się, 
że szczepy o zwiększonej produktywności czy więk-
szej tolerancji na warunki środowiska, charakteryzują 
się osłabionym wzrostem [21]. Następnym etapem 
tasowania genomowego jest fuzja protoplastów, która 
umożliwia homologiczną rekombinację genomów [41]. 
Konwencjonalna fuzja protoplastów jest bardzo efek-
tywną metodą, powodującą wysoką częstotliwość trans-
feru genu i wydajność rekombinacji. Jednak odnosi się 
to tylko do sytuacji, gdy mamy dwoje rodziców, bo 
gdy fuzja odbywa się między wieloma rodzicami, jej 
wydajność jest niska. Problem ten rozwiązuje tasowa-
nie genomowe zawierające metodę rekursywnej fuzji 
protoplastów pomiędzy wieloma różnymi szczepami 
rodzicielskimi w każdym pokoleniu, która zapewnia 
wymianę informacji w obrębie populacji. Już po dwóch 
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rundach fuzji można uzyskać szczep charakteryzu-
jący się kilkoma ulepszonymi cechami fenotypowymi 
[21]. Wysoka wydajność rekurencyjnej fuzji protopla-
stów jest istotą sukcesu tasowania genomowego [57]. 
Ostatnim etapem tasowania genomowego jest wybór 
pożądanego fenotypu z wykorzystaniem metody skri-
ningu. Jest to jeden z ważniejszych kroków całej pro-
cedury tasowania. Klasyczne metody skriningu bazują 
na charakterystyce fizykochemicznej i biochemicznej, 
a także na markerach genetycznych [11]. Coraz bardziej 
ekspansywny jest także rozwój wysokowydajnej proce-
dury skriningu dla zwiększenia sukcesu uzyskania ulep-
szonego fenotypu. Decydujące zmiany w procedurze 
badań przesiewowych, a także technologie analityczne 
takie jak HPLC czy spektroskopia mas, dają szansę na 
przetestowanie obszernych bibliotek szczepów i sukces 
w izolacji pożądanych fenotypów [21]. 

5.1. Doskonalenie cech drożdży Saccharomyces
 cerevisiae metodą tasowania genomowego

Doniesienia naukowe wskazują na poprawę cech 
fenotypowych szczepów drożdży gorzelniczych S. cere-
visiae, uzyskanych metodą tasowania genomowego. 
W swoich publikacjach wielu naukowców opisuje, że 
już po dwóch rundach tasowania udało im się pozy-
skać szczepy z pożądanymi właściwościami technolo-
gicznymi. Steensels i wsp. zoobserwowali, że metoda 
tasowania genomowego jest bardzo szybka, z uwagi 
na to, że dwie rundy pozwalają na uzyskanie efektu, 
którego osiągnięcie jeszcze kilka lat temu, wyma-
gało co najmniej dwóch dekad badań i ogromnego 
nakładu finansowego [48]. Zheng i wsp. po dwóch 
rundach tasowania genomowego pozyskali szczep 
drożdży S. cerevisiae odznaczający się o 21,6% większą 
aktyw noś cią fermentacyjną. Wykazali, że w jednym 
ulepszonym szczepie znajduje się kilka pożądanych 
technologicznie cech, w tym odporność na obecność 
toksycznego metabolitu jakim jest kwas octowy [62]. 
Gong i wsp. po przeprowadzeniu tasowania genomo-
wego, wyizolowali ponad 200  ulepszonych szczepów 
S. cerevisiae, które po wstępnej selekcji ograniczyli do 
21 szczepów, produkujących większą ilość etanolu niż 
szczepy rodzicielskie, a spśród nich wybrali dwa wyka-
zały termotolerancję w temp. 43°C [20]. Podobne prace 
badawcze prowadził Orosco i wsp. Autorzy Ci zastoso-
wali tasowanie genomowe, aby zwiększyć odpor ności 
drożdży S. cerevisiae na podwyższoną temperaturę 
i  zawartość etanolu. Po przeprowadzeniu kilku rund 
tasowania, uzyskali szczep, który w temp. 42°C i przy 
18% stężeniu etanolu charakteryzował się o ponad 10% 
wyższą aktywnością fermntacyjną niż przemysłowy 
szczep wyjś ciowy [35]. Z kolei Shi i współ. wykonali 
trzy rundy tasowania i otrzymali bardzo cenny szczep 
drożdży S. cerevisiae, który potrafił w temp. 45°C i przy 

20% stężeniu etanolu wyprodukować 10% (w/v) eta-
nolu [45]. Jak dowodzą przytoczone powyżej wyniki 
badań, możliwe jest uzyskanie nowych hybryd drożdży 
gorzelniczych, posiadających istotne z punktu widzenia 
przemysłu gorzelniczego cechy. Jednakże do osiągnię-
cia pełnego sukcesu tej metody, konieczna jest weryfi-
kacja cech użytkowych nowego, ulepszonego szczepu 
drożdży, wymagająca podjęcia badań nad stabilnością 
zarówno fenotypu jak i genotypu. 

6. Podsumowanie

Tasowanie genomowe to jedna z nowych tech-
nik, która wykorzystuje już istniejącą różnorodność 
w znacznie większym stopniu. Coraz szersze są zatem 
perspektywy uzyskania pożądanych szczepów drożdży 
gorzelniczych o zwiększonej odporności na stresy śro-
dowiskowe. Istotne jest także to, że większość metod 
ulepszania właściwości szczepu nie wyklucza się wza-
jemnie, lecz można je łączyć, żeby stworzyć jeszcze 
większe zmienności, a także zminimalizować wady 
poszczególnych technik. Można to zaobserwować 
choćby przy połączeniu losowej mutagenizacji z wie-
lokrotnymi rundami tasowania genomowego, co jest 
bardzo przyszłościowym rozwiązaniem, w odniesie-
niu do rekombinacji zarówno oczekiwanych mutacji, 
jak i do zlikwidowania szkodliwych mutacji. Taso-
wanie genomowe to technika szybka, wygodna i ma 
ogromny potencjał pozyskiwania pożądanych cech 
fenotypowych. Stąd też, metoda ta znajduje coraz to 
szersze zastosowanie w innowacyjnych badaniach nad 
cechami technologicznymi drożdży S. cerevisiae stoso-
wanych w produkcji bioetanolu.
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