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1. Wstęp

Szacuje się, że na świecie istnieje około 30 tysięcy 
substancji chemicznych stanowiących potencjalne 
zagrożenia dla człowieka i środowiska [48]. Dodatkowo 
corocznie na rynek wprowadza się nowe substancje 
do stosowania w rolnictwie podlegające obowiązkowi 
rejestracji. Jednocześnie opracowuje się wspólne normy 
dla oceny ryzyka stosowania tych substancji. Niebez-
pieczne są zwłaszcza substancje rakotwórcze, genotok-
syczne i teratogenne oraz związki trwałe lub zdolne do 
bioakumulacji. W państwach Unii Europejskiej związki 
takie nie mogą być stosowane, ale stanowią duży pro-
blem w innych rejonach świata. W Unii Europejskiej od 
14 czerwca 2011 roku obowiązują nowe przepisy doty-
czące rejestracji środków ochrony roślin, wprowadzone 
rozporządzeniem Parlamentu Europejskiego i  Rady 
(WE) nr  1107/2009 z  dnia 21 października 2009 r. 
dotyczącym dopuszczania do obrotu środków ochrony 
roślin [60]. Przepisy te nakładają obowiązek minima-
lizowania ilości przeprowadzanych badań, w szczegól-
ności na zwierzętach, a testy na kręgowcach powinny 
być stosowane tylko w ostateczności. Zgodnie z nowymi 
przepisami kontroli ekotoksykologicznej podlegają 
zarówno substancje aktywne środków ochrony roślin 

jak i sejfnery, synergetyki, adiuwanty lub inne obojętne 
substancje zawarte w tych preparatach [23]. Pomimo 
wprowadzenia europejskich wytycznych zmierzających 
do unikania powielania testów na kręgowcach często są 
one niezbędne w celu potwierdzenia bezpieczeństwa 
stosowania środków ochrony roślin lub zawartych 
w nich substancji aktywnych. Jednocześnie rośnie zapo-
trzebowanie na opracowanie alternatywnych procedur 
testowych. Konwencjonalne testy toksykologiczne opie-
rają się głównie na modelach wykorzystujących gry-
zonie. Obecne zmiany prawne są kierowane także do 
środowiska naukowego w celu wypracowania szybkich 
i wiarygodnych testów o wysokiej czułości, przepusto-
wości i precyzji [48, 36]. Celem opracowania jest ocena 
możliwości wykorzystania drożdży jako organizmów 
modelowych do oceny zagrożeń jakie stanowią dla śro-
dowiska środki ochrony roślin.

2. Drożdże

Drożdże najczęściej definiowane są jako saprotrofi-
tyczne jednokomórkowe grzyby rozmnażające się przez 
pączkowanie, rozwijające się na podłożach zawierają-
cych cukier i wywołujące w warunkach beztlenowych 
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fermentację alkoholową [13]. Najczęściej znajdują one 
zastosowanie w piwowarstwie, gorzelnictwie i piekar-
nictwie. Jednak w rzeczywistości drożdże są bardzo 
liczną grupą grzybów szeroko rozpowszechnionych 
w  środowisku, wykorzystywanych w badaniach bio-
technologicznych. Występują one na powierzchni roślin 
uprawnych, we wnętrzu ziarniaków, w glebie, wodzie 
oraz atmosferze [22, 41, 42, 76]. 

Badania filogenetyczne grzybów w oparciu o analizę 
fragmentów sekwencji rDNA kodujących 18S, 5,8S i 28S 
rRNA wybranych grzybów pozwoliły na wydzielenie 
trzech podgromad w gromadzie Ascomycota (Tabela I), 
zawierających drożdże: (1) Schizosaccharomyces w Taph
rinomycotina, (2) Saccharomycotina oraz (3)  grzyby 
strzępkowe Pezizomycotina [5]. Drożdże i grzyby strzęp-
kowe są taksonami siostrzanymi a Schizo saccharomyces 
i gatunki pokrewne uległy wcześ niejszemu wydzieleniu 
w tym rodowodzie, co zostało też poparte analizą wie-
logenowej sekwencji [44, 20]. Wiele gatunków drożdży 
znajduje się też w gromadzie Basidiomycota, co dodat-
kowo utrudnia klasyfikację tych grzybów [43]. 

W pracy Kurtzman i Robnett [44] badano relacje 
filogenetyczne między gatunkami i rodzajami w obrębie 
gromady workowców na podstawie analizy sekwencji 
pięciu genów (Tabela  II). Gatunki należące do Lipo
mycetaceae (klad 11) są ewolucyjnie najwcześniej roz-
bieżnymi gatunkami Saccharomycotina. Grzyby rodzaju 
Lipomyces są powszechnie izolowane z gleby i stano-
wią jedną z kilku grup drożdży, dla których gleba jest 
głównym siedliskiem. Sekwencje genów analizowa-
nych gatunków rodzaju Saccharomyces i powiązanych 
rodzajów (klad 1) wydają się być najbardziej odmienne 
od pozostałych kladów w Saccharomycotina, klad ten 
obejmuje drożdże fermentacji cukrów (glukozy, galak-
tozy, sacharozy i innych). Na uwagę zasługuje też rodzaj 
Eremothecium, zawierający pięć gatunków, z których 
wszystkie są patogenami roślin (na przykład E. ashbyi 
i E. coryli soi, [28]. 

Co ciekawe rodzaj Candida zakwalifikowano do 
kilku kladów, co sugeruje, że jest to rodzaj polifile-
tyczny lub analiza sekwencji pięciu fragmentów DNA 
jest niewystarczająca w badaniach filogenetycznych. 

Ascomycota Pezizomycotina Aureobasidium, Morchella, Eremascus, Aspergillus, Pleospora, Neurospora, Ophiostroma
 Saccharomycotina Dipodascopsis, Saccharomyces, Candida, Dipodascus
 Taphrinomycotina Schizosaccharomyces, Taphrina, Pneumocystis
Basidiomycota Agaricomycotina Coprinus, Boletus, Tremella
 Ustilaginomycotina Tilletia, Ustilago
 Pucciniomycotina Cronartium, Leucosporidium
Zygomycota Zygomycetes Glomus 

Tabela I
Skrócona systematyka filogenetyczna grzybów

Na podstawie [43]

Gromada Podgromada Przykładowe rodzaje

Klad 1 Zygosaccharomyces rouxii, Cyniclomyces guttulatus, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus,
 Eremothecium cymbalariae, E. ashbyi, E. coryli, Hanseniaspora valbyensis
Klad 2 Wickerhamomyces canadensis, Starmera amethionina
Klad 3 Komagataella pastoris
Klad 4 Saccharomycopsis capsularis, Ascoidea rubescens
Klad 5 Candida boidinii, Ogataea minuta, Kuraishia capsulata
Klad 6 Candida multigemmis, Scheffersomyces stipitis, Candida shehatae, Spathaspora passalidarum,
 Metschnikowia bicuspidate, Wickerhamia fluorescens
Klad 7 Ascoidea – podobne 
Klad 8 Sporopachydermia lactativora
Klad 9 Candida petrohuensis, Yarrowia lipolytica, Galactomyces geotrichum, Zygoascus hellenicus, Nadsonia fulvescens
Klad 10 Candida caseinolytica
Klad 11 Lipomyces starkeyi, Dipodascopsis uninucleata

Tabela II
Wybrane gatunki Saccharomycotina zakwalifikowane do kladów

Sporządzono w oparciu o drzewo filogenetyczne gatunków drożdży [44]

Klad Wybrane gatunki
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Dalsza analiza pokrewieństwa między drożdżami Sac
charomycotina wymaga porównania całych genomów 
[44]. Obecnie dostępne są sekwencje genomów kilku-
dziesięciu gatunków drożdży, ale są to przede wszyst-
kim gatunki ważne w medycynie lub wykorzystywane 
biotechnologicznie. Klad 1 zawiera rodzaje Saccharo
myces i  Kluyveromyces wykorzystywane w przemyśle 
spożywczym. W kladzie 6 znajdują się gatunki Schef
fersomyces stipitis, Candida shehatae i Spathaspora pas
salidarum fermentujące D-ksylozę (cukier drzewny) 
w słomie i drewnie do etanolu [35]. Wiele gatunków 
rodzaju Ogataea i Kuraishia, które powodują rozkład 
metanolu, znajduje się w kladzie 5 [42]. 

W niektórych przypadkach molekularne badania 
porównawcze mogą być uzupełniane opisem właści-
wości morfologicznych i fizjologicznych drożdży. Wiele 
parametrów fizjologicznych, takich jak fermentacja 
cukru i wykorzystanie azotanów jako jedynego źródła 
azotu są powszechnie spotykane u Saccharomycotina. 
Ale są przypadki wyjątkowe, na przykład asymilacja 
metanolu jest unikatowa dla kilku gatunków drożdży 
i może być stosowana do rozpoznawania rodzaju, służy 
również do selektywnej izolacji poszczególnych grup 
drożdży [45]. 

Wiele właściwości morfologicznych drożdży jest 
typowych dla Saccharomycotina, na przykład kuliste 
askospory. Ale wydłużone askospory są typowe tylko 
dla rodzaju Eremothecium. Typowe jest pączkowanie 
drożdży w dowolnym miejscu komórki, ale dwubie-
gunowe początkowanie jest ograniczone do czterech 
rodzajów: Hanseniaspora, Saccharomycodes, Wicker
hamia i Nadsonia. Cechy morfologiczne drożdży tylko 
w  wyjątkowych przypadkach pozwalają właściwie je 
zidentyfikować, ale mogą być bardzo ważnym narzę-
dziem w ich wstępnym oznaczaniu [43].

Rodzaj Aureobasidium należy do rzędu Dothideales 
(Ascomycota, Dothideomycetes) i obejmuje 27  gatun-
ków i odmian [26], w tym niedawno opisany gatunek 
A. thai landense [59]. Gatunek Aureobasidium pullu
lans (de Bary) G. Arnaud zaliczany jest do czarnych 
drożdży w podgromadzie Pezizomycotina o istotnym 
znaczeniu biotechnologicznym [Tabela III]. Posiada 
on wyjątkową odporność na czynniki stresowe i coraz 
większe znaczenie w medycynie [26, 27]. Występuje 
w środowiskach charakteryzujących się silnym zasole-
niem i dużą wilgotnością. Spotykany jest w żywności, 

w łazienkach, na skałach i pomnikach a w agroceno-
zach jako epifit lub endofit na przechowywanym ziar-
nie [80]. Gatunek ten tworzy strzępki, grubościenne 
chlamydospory oraz pączkujące blastospory [24, 75]. 
Grzyb ten wykazuje duże zróżnicowanie właściwości 
fizjologicznych i morfologicznych, dlatego też wyod-
rębniono jego cztery odmiany: Aureobasidium pullulans 
var. pullulans, A. pullulans var. melanogenum, A. pullu
lans var. subglaciale oraz A. pullulans var. namibiae [80]. 
Gostinčar i wsp. [27] podają wyniki sekwencjonowa-
nia genomów czterech odmian gatunku A. pullulans, 
należących do najmniejszych w porównaniu z innymi 
grzybami Dothideomycete.

Wiele gatunków drożdży należy do gromady Basi
diomycota tylko w bezpłciowej fazie, część z nich klasy-
fikowanych jest do rodzajów Rhodotorula i Cryptococ
cus [79]. Jednakże analizy filogenetyczne wykazywały 
wielokrotnie polifiletyczny charakter tych dwóch 
rodzajów. Anamorficzne drożdże rodzaju Rhodotorula 
obejmują gatunki aktualnie umieszczone w dwóch 
podgromadach Pucciniomycotina i Ustilagomycotina, 
klasach Microbotryomycetes (29 gatunków) i Cystoba
sidiomycetes (14  gatunków), rzędach Sporidiobolales, 
Kriegeriales, Microbotryales, Cystobasidiales i Erythro
basidiales [1, 42, Tabela IV]. Kurtzman i wsp. [42] 
opisali 47 gatunków rodzaju Rhodotorula tworzących 
kremowe, różowe lub pomarańczowe kolonie.

Anamorficzne gatunki rodzaju Cryptococcus znaj-
dowane są we wszystkich głównych liniach Basidio
mycota oprócz klasy Tremellomycetes [42]. Większość 
gatunków tworzy wokół owalnych, elipsoidalnych 
lub wydłużonych komórek polisacharydową otoczkę. 
U niektórych gatunków obserwowano również strzępki 
z doliporowymi septami, nie spotykano jednak balisto-
spor. Znanych i opisywanych jest 70 gatunków rodzaju 
Cryptococcus. Gatunki rodzaju Sporobolomyces wytwa-
rzają symetryczne balistospory na krótkich strygmach 
i nie są zdolne do fermentacji cukrów [42]. Rodzaj Spo
robolomyces to rodzaj polifiletyczny, należy do Uredi
niomycetes i ma przedstawicieli w Microbotryomyceti
dae, gdzie większość gatunków klasyfikowanych jest do 
rzędu Sporidiobolales (Tabela IV). Rząd Sporidiobolales 
obejmuje także pięć gatunków Sporidiobolus.

Rodzaj Pseudozyma jest anamorficznym drożdżem 
należącym do rzędu Ustilaginales, klasy Ustilaginomy
cetes w podgromadzie Ustilaginomycotina i obejmuje 

 Dothideales Aureobasidium pullulans 
A. pullulans var. pullulans, A. pullulans var. subglaciale,

Dothideomycetes Capnodiales Mycosphaerella graminicola A. pullulans var. namibiae, A. pullulans var. melanogenum
 Hysterales Hysterium pulcare

Tabela III
Systematyka gatunku Aureobasidium pullulans

Na podstawie [26]

Klasa Rząd Gatunki Odmiany A. pullulans
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10  gatunków [42]. W roku 2013 został zsekwencjo- 
nowany genom wyizolowanego w Japonii gatunku 
Pseudo zyma antarctica [54], który jest zdolny do 
produkcji zewnątrzkomórkowych glikolipidów MEL. 
Genom jądrowy P. antarctica ma wielkość 18,0 Mb 
i zawiera 6543 genów kodujących białka, z których 4910 
(74,9%) jest homologiczna z sekwencjami zawartymi 
w bazie danych [54]. 

3. Przydatność drożdży do oceny zanieczyszczeń
 środowiska

3.1. Środki ochrony roślin w środowisku

W uwagi na rosnące ilości zanieczyszczeń chemicz-
nych wprowadzanych do ekosystemów wodnych i gle-
bowych oraz zmienionych ram prawnych rosną wyma-
gania dotyczące rozwoju czułych i wiarygodnych metod 
oceny wpływu zanieczyszczeń na organizmy wodne, 
glebowe i związane z rośliną. Według nowych wytycz-
nych dotyczących rejestracji środków ochrony roślin, 
wymagane są informacje na temat ich wpływu na 
mikroorganizmy glebowe i żyzność gleby. Stefani i wsp. 
[68] udowodnili, że chlorotalonil (fungicyd) może zna-
cząco ograniczać respirację gleby a efekt ten utrzymuje 
się przez 28 dni. Komárek i wsp. [40] zwracają uwagę, że 
zanieczyszczenie gleb rolniczych fungicydami nieorga-
nicznymi zawierającymi miedź oraz fungicydami orga-
nicznymi stanowi poważne zagrożenie toksykologiczne 
dla środowiska. Wyżej cytowani autorzy wskazują, że 
w  zdecydowanej większości badanych w UE winnic 
stężenie miedzi w  glebach przekracza dopuszczone 
prawem granice. Murray i  wsp. [55] oceniając przy 
pomocy nowoczesnych technik analitycznych pozo-
stałości wybranych środków ochrony roślin (między 
innymi benomylu, karbendazymu) i innych zanieczysz-
czeń w wodach słodkowodnych wykrywali śladowe ich 
ilości, zwykle w zakresie od nanogramów lub mikrogra-
mów w litrze, ale w wielu przypadkach ich koncentracja 
przekroczyła dopuszczalne limity. Kompleksowa ocena 
zawartości potencjalnie niebezpiecznych i toksycznych 

substancji w jednej próbie, przy pomocy chemicznych 
metod analitycznych, jest niemożliwa. Zadanie to mogą 
spełniać wrażliwe mikroorganizmy modelowe (głównie 
bakterie) lub bezkręgowce glebowe [34, 36].

Badania ekotoksyczności środków ochrony roślin 
w stosunku do drożdży prowadzone są obecnie głów-
nie w przypadku zastosowania środków ochrony roślin 
w uprawach, których owoce mogą zostać wykorzystane 
do fermentacji (winorośl, jabłoń) z przeznaczeniem do 
produkcji wina lub cydru [10, 22]. 

3.2. Biotesty w oparciu o hamowanie wzrostu

Badania przewlekłej toksyczności wymagające kilku 
pokoleń organizmów testowych prowadzone są w celu 
określenia skutków długoterminowego oddziaływa-
nia środków ochrony roślin w organizmach żywych. 
Zanieczyszczenia rolnicze przedostają się do środowi-
ska wodnego, dlatego badania toksyczności w środowi-
sku wodnym wymagają szybkich i reprezentatywnych 
testów biologicznych [48]. Biotesty wykorzystujące 
organizmy reprezentujące różne poziomy troficzne, 
wiele gatunków bakterii, glonów i orzęsków o krótkim 
cyklu życia i szybkich reakcjach na zmiany, przedsta-
wiono w tabeli V. Drożdże stanowią tylko niewielką 
liczbę tych organizmów.

Należy jednak podkreślić, że wyniki badań z wyko-
rzystaniem bakterii, nie są reprezentatywne dla euka-
riontów. Jednokomórkowe organizmy eukariotyczne, 
takie jak algi, są zwykle wykorzystywane do oceny 
fitotoksyczności, a orzęski nie są powszechnie używane 
jako organizmy testowe. Ogromna różnorodność sub-
stancji chemicznych stosowanych w rolnictwie skłania 
do korzystania z krótkoterminowych testów cyto-
toksyczności z udziałem komórek eukariotycznych. 
Badania toksyczności krótkookresowej prowadzone 
są z  wykorzystaniem S. cerevisiae jako biosensorem 
do oceny cyto- i genotoksycznego działania zanie-
czyszczeń. Chatterjee i Luo [12] w swoich badaniach 
wykorzystali ten gatunek do oceny toksyczności Cr (III) 
analizując zahamowanie wzrostu, liczbę komórek, su- 
chą biomasę i zmiany w kształcie i wielkości komórek 

Pucciniomycotina Sporidiobolales Sporidiobolus salmonicolor, Rhodosporidium fluviale, R. mucilaginosa, R. glutinis, R. graminis
 Erythrobasidiales Rhodotorula armeniace, Rh. aurantiaca, Rh. lactose, Rh. marina, Sporobolomyces phyllomatis,
  S. cluyveriniehi, Erythrobasidium hasegawianum
 Microbotryales Microbotrytam reticulatum, M. violaceum, Rh. honiea, Ustilentylama fluitans
 Cystobasidiales Rhodotorula sp., Rh. pollida, Rh. laryngis, Rh. pinicola
Ustilagomycotina Ustilaginales  Pseudozyma antarctica

Tabela IV
Skrócona systematyka gromady Basidiomycota

Na podstawie drzewa filogenetycznego [1, 42]

Podgromada Rząd Wybrane gatunki
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S. cerevisiae. Na tej podstawie oszacowali wskaźnik EC50 
dla tego związku na poziomie 51,03 mg dm–3, a analiza 
mikroskopowa wykazała deformację komórek drożdży. 
Rumlova i Dolezalova [61] oceniając toksyczność pię-
ciu substancji (atropiny, fenitrotionu, cyjanku potasu, 
chlorku rtęci i azotanu ołowiu) w wodzie wobec droż-
dży S. cerevisiae w porównaniu z dwoma standardo-
wymi testami toksyczności na podstawie hamowania 
ruchliwości Daphnia magna i bioluminiscencji Vibrio 
fischeri stwierdziły, że dla niektórych substancji test 
biologiczny z S. cerevisiae okazał się czulszy.

Pewne nadzieje można wiązać także z szeroko pro-
wadzonymi badaniami nad biogenezą peroksysomów 
w komórkach drożdży Candida boidinii, Hansenula 
polymorpha i Pichia pastoris [74]. Spośród wszystkich 
badanych organizmów największą liczbę tych organelli 
napotkano w komórkach metylotroficznych drożdży, 
peroksysomy masowo pojawiają się w czasie wzrostu 
komórek w obecności metanolu jako jedynego źródła 
węgla i energii. Biogeneza peroksysomów związana jest 
z  białkami zwanymi peroksynami, geny je kodujące 
należą do grupy PEX. Dotychczas u człowieka zidenty-
fikowano 16 genów PEX, natomiast u grzybów 32 geny. 
Ponieważ w peroksysomach znajduje się olbrzymia 
liczba enzymów odpowiedzialnych za transformację, 
także ksenobiotyków, ich liczba może być wskaźnikiem 
aktywności enzymatycznej komórki bioindykatora.

3.3. Testy genotoksyczności

Genotoksyczność jest terminem opisującym wszyst-
kie niekorzystne dla organizmu uszkodzenia mate-
riału genetycznego w komórce organizmu żywego pod 
wpływem związku chemicznego. W badaniach muta-
genności liczba odpowiedzi ze strony biotestów geno-
toksyczności po zastosowaniu ksenobiotyku powinna 
być większa niż bez ksenobityku. Dodatkowo poznano 
biomarkery, które pojawiają się w komórce po eks-
pozycji na szkodliwy związek chemiczny (określone 

substancje lub ich metabolity w komórkach, mutacje 
DNA, okreś lone białka oraz addukty DNA czyli pro-
dukty połączenia DNA z innymi związkami wiązaniami 
wodorowymi). Efektami działania ksenobiotyków na 
materiał genetyczny mogą być dodatkowe, w porówna- 
niu z kontrolą, aberracje chromosomowe (Chromoso
mal Aberrations, CA), wymiana siostrzanych chromatyd 
(Sister Chromatid Exchange, SCE), mikrojądra (Micro
nuclei, MN), uszkodzenia DNA wykrywane testem 
kometkowym (Comet Assay Test), mutacje w  genie 
transferazy fosforybozylowej hipoksantyny-guaniny 
(HypoxanthineGuanine Phosphoribosyl Transferase, 
HGPRT) [19, 48]. Potencjalnie w testach tych komórki 
drożdży mogą zastąpić dotychczas stosowane komórki 
innych organizmów.

3.4. Testy endokrynne

Ludzie narażeni są na wpływ mieszanin różnych 
substancji toksycznych w środowisku. Połączone efekty 
toksykologiczne dla dwóch lub więcej substancji mogą 
być inne niż dla poszczególnych składników miesza-
nin. Obecnie dyskutowana i badana jest ocena łącznych 
skutków związków o aktywności hormonalnej także 
z powodu nowych regulacji prawnych [21, 39]. Zgod- 
nie z rozporządzeniem Parlamentu Europejskiego 
i  Rady (WE) nr  1107/2009 z dnia 21 października 
2009 r. środki ochrony roślin nie mogą wpływać na 
układ endokrynny [60].

Biotesty komórkowe są alternatywą dla tradycyj-
nych technik analitycznych i testów przeprowadza-
nych na całych organizmach [52]. Biotesty te prze-
ważnie wykorzystują komórki ludzkie (takie jak na 
przykład komórki raka piersi lub nerki) w celu okreś-
lenia zakresu zakłóceń procesów hormonalnych [2]. 
Obecnie dostępne są także komercyjne biotesty wyko-
rzystujące komórki drożdży. Grzyby te nie mają natu-
ralnych receptorów estrogenu, ale może zostać do 
ich komórek wprowadzony taki receptor z genomu 

Bakterie Bacillus, Escherichia, Pseudomonas, Salmonella, Vibrio
Grzyby Aspergillus, Candida, Saccharomyces, Penicillium
Glony Chlorella, Scenedesmus, Selenastrum
Pierwotniaki Paramaecium, Spirostomum, Vorticella
Wrotki Brachionus
Skorupiaki Artemia, Asellus, Ceriodaphnia, Daphnia, Gammarus, Hyalella, Mysis, Thamnocephalus
Owady Chironomus, Ephemerella, Hydropsyche
Mięczaki Dreissena polymorpha, Physa acuta, Planorbarius corneus
Ryby Brachydania rerio, Lebistes reticulatus oraz wiele innych

Tabela V
Przykłady organizmów wykorzystywanych w testach toksyczności

Według Klimiuk, Łebkowska [38]

Organizm Rodzaj/gatunek
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ludzkiego lub ryb. Raz wbudowane receptory będą 
przyczyniać się do ekspresji mierzonych białek, takich 
jak lucyferaza czy β-galaktozydaza, które mogą być 
monitorowane kolorymetrycznie lub luminescen-
cyjnie [2]. Jednym z najczęściej wykorzystywanych 
takich testów jest test aktywności estrogennej z użyciem 
drożdży (Yeast Estrogen Screen, YES) [57]. Otrzymane 
wyniki są znormalizowane w stosunku do najpow-
szechniejszego, naturalnego estrogenu używanego jako 
standard. Komercyjne testy Yeast Estrogen Screen (YES), 
Yeast Androgen Screen (YAS) łącznie z wariantami LYES 
i BLYES są obecnie szeroko stosowane. Test YES został 
opisany po raz pierwszy przez Arnold i wsp. [2] w celu 
określenie powinowactwa DDT, oktylofenolu i natural-
nych substancji do ludzkiego receptora estrogenowego 
w porównaniu z 17β-estradiolem. W celu zwiększenia 
czułości i szybkości testu YES opracowano test LYES, 
w którym wprowadzono dodatkowo etap fermentacji 
enzymatycznej z litykazą [64]. 

Pojawiła się obawa, że część środków ochrony roślin, 
w tym środki owadobójcze są zdolne do naśladowania 
działania 17β-estradiolu w wyniku interakcji z ludzkim 
receptorem estrogenu [53]. Powszechnie stosowanymi 
środkami owadobójczymi są pyretroidy i kilka z nich 
oceniano różnymi metodami pod kątem ewentualnej 
aktywności wobec układu hormonalnego. Zaobserwo-
wano, że niektóre metabolity pyretroidów, zwłaszcza 
permetryny i cypermetryny, mają struktury chemiczne, 
które są predysponowane do oddziaływania z komór-
kowym receptorem estrogenu w teście YES bardziej niż 
pyretroidy macierzyste. Mimo, że aktywność estroge-
nowa tych związków była około 105 razy mniejsza niż 
17β-estradiolu należy je uznać za zagrożenie dla zdro-
wia ludzkiego, a także środowiska [53]. Kolle i wsp. [39] 
zastosowali test YAS w celu oceny aktywacji receptora 
androgenowego przez winklozolinę (fungicyd) i fluta-
mid (lek) oraz przez mieszaniny tych związków zasto-
sowane w różnych stężeniach. Działanie tych związków 
nie było synergistyczne a ich efekt estrogeny widoczny 
był tylko przy wyższych stężeniach – ale nie sumował 
się. Badania Taxvig i wsp. [69] dowiodły także, że tebu-
konazol i epoksykonazol (fungicydy) mogą działać na 
układ endokrynny szczurów, na co wskazywała między 
innymi feminizacja samców lub zwiększenie masy uro-
dzeniowej tych zwierząt. 

4. Drożdże w toksykogenomice 

4.1. Zalety drożdży wykorzystywanych
 w toksykogenomice

Toksygenomika jest interdyscyplinarną dziedziną 
nauki, która łączy toksykologię z naukami „omicznymi” 
w celu wyjaśnienia reakcji na stresy środowiskowe na 

poziomie genomu [29, 56]. Duży potencjał wynikający 
z połączenia tych dyscyplin z bioinformatyką zapewnia 
bardziej kompleksową wiedzę odnośnie oddziaływań 
substancji chemicznych na poziomach molekular-
nym i  komórkowym [28, 70]. Gatunek S. cerevisiae 
jest dokładnie poznany i powszechnie stosowany jako 
eukariotyczny model w tego typu badaniach. Kilka cech 
drożdży sprawia, że są one dobrym modelem: (1)  są 
jednokomórkowymi, niepatogenicznymi mikroorga-
nizmami o szybkim wzroście i prostych warunkach 
hodowli, (2)  są podatne na manipulacje genetyczne, 
(3) została już przeprowadzona analiza całego genomu 
i  wypracowano w tym zakresie dużo prostych tech-
nik eksperymentalnych, (4) genom drożdży posiada 
uderzająco wysoki stopień funkcjonalnej homologii 
z genomem człowieka i innych wyższych eukariotów, 
i (5) mają unikalną zaletę posiadania informacji funk-
cjonalnych dostępnych dla niemal każdego genu [31]. 
Od 20 lat znana jest sekwencja genomu S. cerevisiae 
[25]. Składa się on z 12 068 kilopar zasad (ponad 12 mln 
par zasad) i zawiera około 6000 genów. Obecnie baza 
danych genomu drożdży piekarniczych Saccharomyces 
Genome Database (SGD; [78]) dostarcza wiadomości 
o każdym genie tych drożdży. Po zsekwencjonowaniu 
genomu drożdży piekarniczych można było ostatecz-
nie stwierdzić, że geny drożdży piekarniczych i ssaków 
kodują podobne białka oraz określić, ile z genów, które 
odkryto u drożdży piekarniczych, ma swoje homologi 
wśród genów ssaków [6]. 

Liczne informacje zebrane w ciągu kilku ostatnich 
lat badań znajdują się w łatwo dostępnych bazach 
danych. Pionierskie badania nad S. cerevisiae przyczy-
niły się do rozwoju kilku postgenomowych technik 
i  narzędzi obliczeniowych, zmieniając obszar zasto-
sowań drożdży w metodach funkcjonalnej genomiki 
i  proteomiki [7, 49, 67]. I chociaż wiele związków 
cytotoksycznych działa na organizmy za pośrednic-
twem mechanizmów fizjologicznych, które nie istnieją 
u drożdży, wiele podstawowych mechanizmów, takich 
jak adaptacja i odporność na presje chemiczne i śro-
dowiskowe znajdują się w komórkach tych grzybów 
i organizmów odległych filogenetycznie [58]. 

4.2. Narzędzia transkrypto-, proteo- i matabolomiczne
 stosowane  w toksykogenomice drożdży

Badanie zmian w ekspresji genów i białek lub po- 
ziomów metabolitów po ekspozycji na substancje 
toksyczne może pomóc w identyfikacji komponen-
tów komórkowych i szlaków metabolicznych, które są 
najbardziej istotne z toksykologicznego punktu widze-
nia [29, 56]. S. cerevisiae stanowi doskonały ekspery-
mentalny model do uzyskania zintegrowanej oceny 
odpowiedzi całego genomu na stres poprzez połącze-
nie transkryptomiki i proteomiki ilościowej do oceny 
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ekspresji genomu, metabolomiki, czyli badaniu profilu 
metabolitów komórkowych jako ostatecznej odpowie-
dzi na toksyny i chemogenomiki, do identyfikacji mole-
kuł będących celem ataków toksyn w komórce. Po eks-
pozycji komórek drożdży na toksyny następuje zmiana 
ekspresji mRNA, w celu dostosowania się do nowych 
warunków środowiskowych. W ten sposób tworzy się 
specyficzny wzór ekspresji genów charakterystyczny dla 
danego związku [65, 66]. Takie transkrypcyjne wzory 
są podobne dla związków o podobnych mechanizmach 
działania i mogą być stosowane do wnioskowania 
o  mechanizmach działania i przewidywaniu efektów 
niescharakteryzowanych toksyn [46, 70]. W rzeczywi-
stości, zmiana ekspresji genów może wystąpić niemal 
natychmiast po ekspozycji i ocena tych zmian może 
potencjalnie zapewnić wcześniejszą i bardziej czułą 
reakcję biomarkera niż tradycyjne metody toksykolo-
giczne [29, 66]. Jednakże ocena samej ekspresji genów 
jest niewystarczająca, aby w pełni zrozumieć działanie 
toksyny i wynikające stąd konsekwencje [29], ponieważ 
spodziewane są również zaburzenia w produkcji i/lub 
funkcji białka. Analizy profili białek mogą być stoso-
wane w celu identyfikacji zmian jakie w nich zachodzą 
po ekspozycji na toksynę [17, 62, 71, 72]. Genomowe 
i proteomiczne metody nie uwzględniają dynamicznego 
stanu metabolicznego komórki. Metabolomika jest 
podejściem, które umożliwia badanie profili metabo-
licznych w oparciu o założenie, że zmiany wywołane są 
przez toksyczne substancje. Niestety tego typu badania 
z wykorzystaniem drożdży są nadal rzadkie [30, 47]. 

4.3. Toksykogenomika funkcjonalna genów drożdży

Toksykogenomika funkcjonalna bada funkcje ge- 
nów związanych z działaniem toksycznego związku 
lub stresu środowiskowego, czyli określa bezpośredni 
związek między genem i toksycznością [29, 56]. W tym 
kontekście, przełomem w  badaniach nad mechani-
zmem działania toksyn, i jedną z głównych zalet sto-
sowania drożdży do oceny toksyczności substancji było 
uzyskanie zbioru haploidalnych i heterozygotycznych/
homozygotycznych diploidalnych drożdży z  delecją 
określonego genu [63]. Kolekcje tych drożdży umoż-
liwiają kompleksowe i systematyczne badania gene-
tyczne, które wskazują na bezpośredni związek między 
specyficznym genem i jego funkcjonalnym produktem 
tworzącym się w odpowiedzi na dany ksenobiotyk [3, 
32, 77]. Badania skryningowe są często prowadzone 
w celu identyfikacji genów, które są ważnymi czynni-
kami decydującymi o oporności na stres. Możliwe jest 
także wykrywanie delecji, które warunkują oporność 
na związek toksyczny, wówczas gdy jest on szkodliwy 
dla szczepu typu dzikiego. Testy te wykonuje się na 
szczepach homozygotycznych i haploidalnych [77]. 
Obecnie dostępnych jest wiele narzędzi bioinforma-

tycznych, które ułatwiają interpretację wyników [54]. 
Jak dotychczas co najmniej kilkadziesiąt publikacji 
napisano w oparciu o badania z wykorzystaniem kolek-
cji delecyjnych drożdży [16, 17]. 

4.4. Toksykogenomika drożdży w ocenie
 zanieczyszczenia środowiska rolniczego

Badania toksykologiczne związków chemicznych 
stosowanych w rolnictwie, w tym herbicydów i fungi-
cydów, rozwijają się od wielu lat, ale długofalowe skutki 
stosowania tych substancji są trudne do przewidzenia. 
Analiza całego genomu drożdży jest z powodzeniem 
stosowana do identyfikacji genów odpowiedzialnych 
za odpowiedzi i odporność na stresy wywołane przez 
środki ochrony roślin [8, 9]. Opisywana jest między 
innymi odpowiedź drożdży na sulfometuron metylowy 
(herbicyd), mankozeb (fungicyd ditiokarbaminianowy), 
tiuram, zineb, maneb i benomyl (fungicydy), lindan 
(inektycyd), kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D), 
parakwat i cyperquat (herbicydy) [14–16, 70, 72]. Podejś-
cie toksy kogenomiczne zaproponowano do zdefiniowa-
nia i przewidzenia nowych efektów toksykologicznych 
dla fungicydu mankozeb [14, 16] i  herbicydu 2,4-D 
[72, 73]. Mankozeb jest nieselektywnym fungicydem 
zawierającym kompleks cynku z etyleno-bis-ditiokar-
baminianem manganu o szerokim spektrum działa-
nia powszechnie stosowanym wobec fitopatogennych 
grzybów w różnych uprawach, o niskiej toksyczności 
ostrej [4, 50]. Jednak w ostatnich latach jest coraz więcej 
dowodów wskazujących, że przewlekła ekspozycja na 
ten fungicyd zwiększa prawdopodobieństwo zachoro-
wania na chorobę Parkinsona i niektóre formy raka [11, 
81]. Metody proteomiki ekspresyjnej wykazały, że 70% 
białek inaczej wyraża się w komórkach eksponowanych 
na mankozeb [16] i aż 53% determinantów oporności 
drożdży na fungicyd ma ludzkie ortologi [14]. 

Kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) należy do 
rodziny herbicydów auksynopodobnych. Pomimo, że 
jego stosowanie jest uznane za stosunkowo bezpieczne, 
ekspozycja na 2,4-D może być związana z  rozwojem 
nieziarniczego chłoniaka i mięsaka [33]. W badaniach 
Teixeira i wsp. [75] dotyczących oceny mechanizmów 
reakcji na stres i powstawania odporności na 2,4-D 
zastosowano cały genom S. cerevisiae. Reakcja trans-
krypcji drożdży na ekspozycję na 2,4-D skutkowała 
zmianami w regulacji kilku genów zaangażowanych 
w odpowiedzi na stres oksydacyjny, co korelowało ze 
wzrostem stężenia rodników hydroksylowych i pero-
ksydacji lipidów zarejestrowanych w wyniku ostrego 
stresu na 2,4-D w komórkach drożdży [73]. 

Opisane przypadki podkreślają podobieństwa skut-
ków toksykologicznego działania fungicydów i herbicy-
dów u drożdży i u innych organizmów eukariotycznych, 
takich jak ludzie i rośliny. W związku z tym oczekuje 
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się, że zastosowanie układu modelowego z drożdżami 
będzie nadal przyczyniać się do zrozumienia mechaniz-
mów molekularnych leżących u podstaw toksyczności 
środków ochrony roślin dla bardziej skomplikowanych 
i mniej dostępnych w badaniach eukariontów. 

5. Podsumowanie

Reasumując należy podkreślić, że wzrasta znacze-
nie drożdży wykorzystywanych w nauce, szczególnie 
w badaniach środowiskowych, jako organizmów mode-
lowych. Zainteresowanie budzą przede wszystkim eks-
perymenty nad oddziaływaniem toksyn na geny, pro-
wadzone na drożdżach w celu określenia podobieństw 
reakcji, także na środki ochrony roślin, pomiędzy róż-
nymi organizmami. Dostępnych jest także kilka komer-
cyjnych biotestów wykorzystujących drożdże do oceny 
zagrożeń zanieczyszczeń rolniczych dla środowiska.
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