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Two different communities of microorganisms were identified in soils by application of the classical

method of fungi isolation (soil dilution, culturing on artificial media, morphotyping) and a molecular

method (extraction of the environmental DNA, amplification with universal primers NS1 and

NS2, cloning and sequencing of representative clones). No organisms were common to both

communities. Apart from rare representatives of the Animalia, communities included single fungus−

−like Eucarya belonging to the Protista, Class Oomycota, and numerous fungi belonging to

Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota and Basidiomycota orders. In total, 88 species were iden−

tified in four soil samples. Fungi were mostly Ascomycota. The classical method was particularly

effective in detection of fungi important for creation of phytosanitary conditions of soil, i.e. antag−

onists (Penicillium, Tolypocladium and Trichoderma) and potential stimulants (dark−pigmented

Hormiactis candida, Humicola spp. and Phialophora spp.) of phytopathogens (including the common

forest genera Armillaria and Heterobasidion). Application of the classical method allowed the

detection of mycorrhizal Ascomycota from the genus Oidiodendron. Application of the molecular

method allowed the detection of 13 mycorrhizal Basidiomycota. Although primers NS1 and NS2

were designed from a match with DNA of culturable organisms, they also amplified the DNA

of non−culturable organisms. This emphasizes their potential usefulness in studies of the bio−

diversity of microorganisms in environmental samples. The shortage of reference sequences 

in the database discourages use of the 18S rDNA region in studies on fungal communities. The

studies on the biodiversity of microorganisms need the application of a few independent methods

of detection and identification.
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Wstęp

Mikroorganizmy występują we wszystkich środowiskach i stanowią istotny element ekosystemu

ziemskiego. Ich obecność i działalność jest warunkiem podtrzymywania życia na Ziemi. Mikro−

organizmy: uczestniczą w obiegu węgla, azotu, fosforu i innych pierwiastków budulcowych oraz

zwiększają dostępność jonów amonowych dla roślin, rozkładają i mineralizują substancję orga−

niczną i nieorganiczną, uwalniają do podłoża, transportują i udostępniają roślinom wiele związków

i pierwiastków, tworzą i odnawiają związki humusowe, kształtujące strukturę i żyzność gleby,

kształtują właściwości fizyczne, chemiczne i biologiczne gleby, uczestniczą w procesach glebotwór−

czych oraz transportują wodę i wpływają na ciśnienie osmotyczne roślin [Christensen 1989].

Poprzez udział w obiegu materii i energii uczestniczą w kształtowaniu biosfery. Dodatkowo,

okresowo lub lokalnie, immobilizują związki chemiczne i pierwiastki, gromadzą metale ciężkie,

uczestniczą w detoksykacji gleby i w samooczyszczaniu się zbiorników wodnych oraz przyczy−

niają się do powstawania złóż składających się z produktów ich metabolizmu [Christensen 1989;

Nicklin i in. 2002]. Mikroorganizmy glebowe wykorzystywane są do produkcji żywności, leków,

białka, preparatów enzymatycznych, związków i substancji chemicznych, diagnostyki mikrobio−

logicznej, oczyszczania ścieków, dezaktywacji i utylizacji odpadów przemysłowych i bioremediacji

oraz biologicznej ochrony roślin przed grzybami, owadami i chwastami. Różnorodność genetyczna

mikroorganizmów glebowych może być źródłem szczepów o pożądanych właściwościach biotech−

nologicznych wykorzystywanych przez przemysł [Behnke−Borowczyk, Kwaśna 2010]. 

Chorobotwórcze mikroorganizmy glebowe mogą być sprawcami wielu chorób roślin, zwierząt

i ludzi. Z kolei bioróżnorodność mikroorganizmów chroni rośliny, zwierzęta i ludzi przed patoge−

nami. Możliwe jest to dzięki różnorodnej strategii życia mikroorganizmów, a szczególnie różno−

rodnych mechanizmów konkurencji między nimi o poszczególne czynniki środowiska, głównie

składniki pokarmowe, pozycję biosocjalną czy światło. Konkurencja ogranicza możliwość wystę−

powania w danym środowisku jakiegokolwiek organizmu jako monokultury [Whipps 2001].

Współistnienie wielu różnych gatunków decyduje o trwałości i harmonii naturalnych ekosyste−

mów i ma podstawowe znaczenie dla przebiegu ewolucji. Wszystkie wymienione relacje zmuszają

do badania bioróżnorodności mikroorganizmów oraz sposobów jej wzbogacenia. 

Mikroorganizmy cechuje niewyobrażalna bioróżnorodność. Każde środowisko to niepowta−

rzalny ekosystem. Najwięcej mikroorganizmów występuje w uprawnej warstwie gleby (na głębokości

5−20 cm, są to głównie organizmy tlenowe) oraz wokół korzeni roślin (w ryzosferze). W warstwie

ornej na 100 m2 znajduje się około 70 kg masy bakterii, 70 kg masy promieniowców i 10−15 kg masy

grzybów. Grzyby stanowią 1,33% objętości gleby i 0,2% jej ciężaru. Wśród 10 mln komórek mikro−

organizmów znajdujących się w gramie gleby od 75 tys. do 1,5 mln stanowią zarodniki grzybów

[Watanabe 2002; Kwaśna 2014] W glebie w warunkach naturalnych mikroorganizmy żyją w zbio−

rowiskach składających się z wielu gatunków. Skład zbiorowiska zależy od właściwości fizycznych,

chemicznych i biologicznych gleby (temperatury, wilgotności, pH, zawartości materii organicznej,

charakteru i rozmieszczenia roślin) oraz od wzajemnych relacji między wszystkimi komponen−

tami ekosystemu [Doran 1980; Collins i in. 1992; Fils i in. 1993; Anderson 1998; Lundquist i in.

1999; Zelles 1999; Marstorp i in. 2000; B��th, Anderson 2003]. 

Dotychczasowe badania nad strukturą mikroorganizmów gleb leśnych w Polsce prowadzono

metodami klasycznymi [Mańka 1964, 1974, 1976, 1978, 1988; Kwaśna 1995, 1997a, b; Sierota,

Kwaśna 1999; Mańka i in. 2006]. Detekcja i identyfikacja grzybów oparta na morfotypowaniu

uwzględniała cechy morfologiczne grzybni oraz sposób zarodnikowania. Wymagała czasu, wiedzy

i doświadczenia. Zawodziła w przypadku sterylności kultur, braku cech typowych i małego zróżni−
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cowania między− i wewnątrzgatunkowego oraz pomijała organizmy niehodowalne in vitro. Umo−

żliwiała wykrycie maksymalnie 50% mikroorganizmów występujących w danym środowisku.

Techniki biologii molekularnej, takie jak izolacja DNA, PCR (reakcja łańcuchowej polime−

razy), klonowanie, sekwencjonowanie, RFLP (polimorfizm długości fragmentów restrykcyjnych)

oraz DGGE (elektorforeza na żelach z gradientem czynnika denaturującego), są powszechnie

stosowane w detekcji i identyfikacji mikroorganizmów glebowych. Metody te opierają się na

analizie struktury kwasów nukleinowych lub białek i wykorzystują podobieństwo w ich sek−

wencji i budowie. Reakcja łańcuchowej polimerazy umożliwia amplifikację DNA, a porównanie

DNA badanego organizmu z DNA wzorca znajdującego się w bazie danych umożliwia precy−

zyjną identyfikację.

Celem badań było poznanie i porównanie struktury zbiorowisk mikrogrzybów w glebie

leśnej badanej metodą klasyczną i molekularną. W metodzie molekularnej zastosowano uniwer−

salne startery NS1 i NS2 dla regionu 18S rDNA, spodziewając się ich dużej skuteczności 

w detekcji grzybów, zwłaszcza gatunków wolno rosnących, synergistycznych (wspierających się

nawzajem) lub niehodowalnych. Struktura zbiorowisk mikroorganizmów glebowych umożliwiła

rozpoznanie walorów fitosanitarnych gleb leśnych po różnym sposobie przygotowania gleby 

i utylizacji pozostałości zrębowych. 

Materiał i metody

Próby gleb pobrano z jednorocznej uprawy sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) w Nadleś−

nictwie Bierzwnik, oddz. 89g (53°02�08�N 15°39�54�E) oraz z 40−letniego drzewostanu sosnowego

w Nadleśnictwie Międzychód, oddz. 30a ( 52°36�03,60�N 15°53�23,58�E). W Nadleśnictwie Bierzwnik

przed posadzeniem sadzonek usunięto wszystkie pozostałości pozrębowe, a glebę odłożono na

środek naorywaczem wałków, tworząc wał pod sadzonki (gleba 1), lub zaniechano przygotowa−

nia gleby i pozostawiono igły opadłe z 80−letnich sosen (gleba 2). W Nadleśnictwie Międzychód

wykonano w 1970 roku pełną orkę głęboką, rozdrobnienie wszystkich pozostałości pozrębowych

i wymieszanie ich z glebą (gleba 3) lub glebę wzruszono broną talerzową na krzyż i pozostawiono

wszystkie pozostałości pozrębowe (gleba 4).

Klasyczną izolację zbiorowisk grzybów glebowych wykonano metodą rozcieńczeń Warcupa

[1950, 1955]. Grzyby identyfikowano w oparciu o klucze mykologiczne [Pitt 1979; Domsch i in.

1980; Klich, Pitt 1992]. Badanie DNA wykonano po ekstrakcji próbki środowiskowej zestawem

Power SoilM DNA Isolation Kit (Mo BIO Laboratories, Inc. Nr kat. 12888−50). Region 18S rDNA

amplifikowano uniwersalnymi starterami NS1 (5� GTA GTC ATA TGC TTG TCTC 3�) i NS2

(5� GGC TGC TGG CAC CAG ACT TGC 3�) [White i in. 1990] metodą PCR. Produkty PCR

oczyszczano zestawem MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, Crawley, UK) i klonowano przy

pomocy pGEM−T Easy (Promega Corporation Madison, WI, USA). Tworzono biblioteki klonów

dla każdej analizowanej gleby. Klony poddano wstępnej selekcji na pożywce z X−gal. Reprezen−

tatywne klony amplifikowano, a następnie poddano ponownej selekcji, badając polimorfizm

długości fragmentów restrykcyjnych (RFLP) z dwoma enzymami restrykcyjnymi (HhaI i BsuRI).

Grupę klonów o identycznych wzorach trawienia dwoma enzymami zdefiniowano jako operacyjną

jednostkę taksonomiczną (OTU). Założono, że wszystkie klony z jednego OTU w indywidualnej

bibliotece należą do tego samego taksonu. Reprezentatywne klony oczyszczano i sekwencjono−

wano metodą Sangera w Centrum Badań DNA (Poznań). Sekwencje poszczególnych OTU po−

równano z sekwencjami referencyjnymi z bazy danych NCBI, wykorzystując algorytm BLAST.

Każda sekwencja została zidentyfikowana do możliwie najniższej rangi taksonomicznej. Frek−

wencja taksonu wyrażona jest jego procentowym udziałem w zbiorowisku.
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Wyniki

W wyniku izolacji mikroorganizmów badanymi metodami otrzymano zbiorowiska o różnym

składzie gatunkowym. W skład zbiorowisk wchodziły pojedyncze grzybopodobne organizmy

eukariotyczne zaliczane do królestwa Protista, typu Oomycota oraz liczne grzyby z czterech gro−

mad: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota i Basidiomycota (tab.). Z czterech gleb otrzymano

łącznie 88 gatunków grzybów.

Z gleby 1 i 2 po zastosowaniu metody klasycznej otrzymano odpowiednio 3351 i 178 izola−

tów reprezentowanych przez 17 i 29 gatunków grzybów, głównie z gromady Ascomycota. Przeważały

grzyby z rodzajów Penicillium (14 i 7 gatunków, 95,29 i 77,44% wszystkich grzybów). Najliczniej

wystąpiły P. adametzii (78,5 i 5,61%), P. citreonigrum, P. daleae i P. janczewskii. Wśród grzybów 

z rodzaju Trichoderma (4,02 i 11,89%) najliczniejsze były T. koningii, T. pubescens i T. viride. Po zasto−

sowaniu metody molekularnej otrzymano 107 i 135 klonów z insertem. Wśród nich były klony grzy−

bów należących do 5 znanych gatunków. Phialocephala fortinii wystąpił w obu glebach, Auricularia
polytricha i Rhodosporidium toruloides tylko w glebie 1, a Melanomma pulvis−pyrius i Thanatephorus
cucumeris w glebie 2. Dla większości klonów (88,23 i 80,94%) z krótkimi sekwencjami (do 200 pz)

nie znaleziono sekwencji referencyjnych w bazie danych NCBI. 

Z gleby 3 i 4 po zastosowaniu metody klasycznej otrzymano odpowiednio 1184 i 875 izo−

latów reprezentowanych przez 33 i 29 gatunków grzybów z gromady Zygomycota i Ascomycota.

Przeważały grzyby z rodzaju Penicillium (11 i 9 gatunków, 71,15 i 81,6%). Najliczniej wystąpiły

P. adametzii (10,81 i 37,19%), P. janczewskii (9,29 i 33,52%) i P. terlikowskii (35,14 i 0,57%). 

Wśród grzybów z rodzaju Oidiodendron (21,1 i 3,63) najliczniej wystąpiły O. scytaloides (13,23%), 

O. chlamydosporicum (5,24%) i O. rhodogenum (2,63%). Po zastosowaniu metody molekularnej otrzy−

mano 90 i 120 klonów z insertem. Były one reprezentowane przez 28 i 15 taksonów grzybowych

należących do Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota i Basidiomycota. Liczniej wystąpiły Amanita
novinupta (7,2%), Calycellinopsis xishuangbanna (11,7%), Leucosporidium antarcticum (7,2%),

Penicillium spp. (64,78%), Piloderma fallax (10,8%), Tolypocladium geodes (6,59%), Trichoderma
spp. (5,22%) i Tylospora asterophora (8,1%). W glebie 4 stwierdzono obecność grzybów niehodo−

walnych in vitro. Dla 8,8% klonów nie znaleziono sekwencji referencyjnych w bazie danych

NCBI. W glebach z Międzychodu frekwencja grzybów wynosiła 62,1−64,8%. Pozostałe taksony

należały do królestwa Animalia (Alicorhagidia sp., Enchodelus macrodorus de Man, Isotoma viridis
Bourlet, Marionina clavata Nielsen & Christensen) lub Protista (Cercomonadida sp., Cercozoa
spp., Epispathidium papilliferum Kahl, Ochromonadaceae, Physochila griseola Penard, Stramenopile,
Trachelocorythion pulchellum Penard). W glebie z Bierzwnika były tylko pojedyncze taksony 

z królestwa Animalia.

Dyskusja

Wiedza na temat różnorodności mikroorganizmów w glebie jest ograniczona z powodu trudności

metodologicznych w ich izolacji oraz problemów z identyfikacją taksonomiczną. Ciągle badane

są powiązania struktury (w tym różnorodności) zbiorowisk mikroorganizmów z ich funkcją. Przy

czym różnorodność ujmowana jest zwykle jako różnorodność gatunkowa, wynikająca z różno−

rodności genetycznej. Różnorodność między− i wewnątrzgatunkowa wynika z ogólnej liczby

gatunków i szczepów.

W glebie leśnej dominują wśród mikroorganizmów grzyby, głównie z uwagi na optymalne

warunki rozwoju, tj. wysoką kwasowość i zawartość preferowanych przez wiele grzybów źródeł

pokarmu (celulozy i ligniny). Baza pokarmowa, która trafia do gleby, jest zróżnicowana. Stanowi
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ją głównie biomasa z drzew i roślin oraz runa (liście, korzenie) bezpośrednio lub po ich częścio−

wym przetworzeniu przez mikroorganizmy [Badura 2002]. Analizując zbiorowisko grzybów gle−

bowych, możemy m.in. wyciągać wnioski o charakterze środowiska, w jakim one bytują. Martyn

i Skwaryło−Bednarz [2005] przeprowadzili analizę mikrobiologiczną gleby z rejonu Roztoczań−

skiego Parku Narodowego. Zaobserwowali, że wraz ze wzrostem intensywności gospodarki leśnej

dochodzi do spadku liczebności grzybów glebowych. Związane jest to z dostarczaniem substancji

organicznej do gleby i zmianą odczynu. Podobne wyniki otrzymano w glebach Puszczy Niepo−

łomickiej, jednak tutaj wpływ na otrzymane wyniki miała również niska temperatura w miesiącach

zimowych [Galus−Barchan, Paśmionka 2014]. Zbyt wysoka wilgotność ma wpływ na liczebność

grzybów. Niewolak i in. [2007], analizując ryzosferę gleb z terenów śródleśnych mokradeł Puszczy

Niepołomickiej, zaobserwowali zmniejszoną liczebność grzybów. Zbyt duża ilość wody w glebie

wiąże się ze zmniejszonym dostępem powietrza, co wpływa ujemnie na rozwój mikroorganizmów

glebowych [Martyn, Skwaryło−Bednarz 2005]. 

Zastosowanie starterów NS1 i NS2 dla 18S rDNA często dostarcza informacji o grzybach 

i pozwala na ich charakterystykę. Zastosowane startery były wykorzystywane w badaniu składu

mykobioty korzeni drzew i gleb leśnych. Anderson i in. [2003] z dużą skutecznością użyli star−

terów NS1 i NS2 do detekcji grzybów w glebie. Filion i in. [2004] zastosowali startery NS1 i NS2

do detekcji mikroorganizmów w ryzosferze siewek świerka. Singh i in. [2012] umiarkowanie

skutecznie użyli powyższych starterów do badania zbiorowisk grzybowych w osadach morskich.

W badaniach Bertini i in. [1999] startery NS1 i NS2 skutecznie amplifikowały DNA grzybów

mykoryzowych.

Tabela prezentuje otrzymany skład zbiorowisk grzybów glebowych z uwzględnieniem naj−

niższej rangi taksonomicznej poszczególnych mikroorganizmów. Prac tego typu jest niewiele,

np. praca Anderson i in. [2003]. Najczęściej prace nad bioróżnorodnością mikrobiologiczną pre−

zentują ogólny udział większych grup mikroorganizmów (głównie bakterii) w zbiorowiskach 

i unikają podania przynależności taksonomicznej stwierdzanych mikroorganizmów, co uniemo−

żliwia ocenę charakteru środowiska, w tym stanu fitosanitarnego gleby.

Liczba stwierdzonych gatunków była wyższa po zastosowaniu klasycznej metody izolacji

grzybów (z mieszaniny glebowo−piaskowej), hodowli na pożywkach i identyfikacji opartej na

morfotypowaniu. Ekstrakcja środowiskowego DNA i amplifikacja 18S rDNA z zastosowaniem

pojedynczej pary starterów uniwersalnych NS1 i NS2 okazała się mniej skuteczna w detekcji

grzybów glebowych, mimo że przydatność regionu 18S rDNA do badania grzybów i organizmów

eukariotycznych jest niepodważalna. 

Większość zidentyfikowanych grzybów należała do Ascomycota. Najczęściej były to typowe

gatunki glebowe związane z fazą stałą gleby. Sporadycznie stwierdzano endofity – organizmy

pasożytnicze, symbiotyczne lub komensaliczne, żyjące wewnątrz roślin lub zwierząt. Metoda

klasyczna była częściej skuteczna w detekcji grzybów kształtujących fitosanitarne właściwości

gleby, tj. antagonistów (Penicillium spp., Tolypocladium spp. i Trichoderma spp.) i potencjalnych

stymulantów (ciemno zabarwione Hormiactis candida, Humicola spp., i Phialophora spp.) organiz−

mów fitopatogenicznych. Wiedza na temat ich obecności w glebie jest cenna, potrzebna i wyko−

rzystywana w praktyce. Grzyby z rodzaju Penicillium, Tolypocladiu i Trichoderma są bezkonkuren−

cyjnymi antagonistami wielu patogenów glebowych i korzeniowych, włączając powszechnie wy−

stępujące patogeny lasu Armillaria spp. i Heterobasidion spp. [Hyppel 1968; Sierota 1976; Lundgren

i in. 1978; Nelson i in. 1989; Reaves i in. 1990; Dumas, Boyonoski 1992; Fox i in. 1994; Onsando,

Waudo 1994; Highley 1997; Harman 2006; Szwajkowska−Michałek i in. 2012]. W zależności od

sytuacji działają poprzez skuteczną konkurencję w zdobywaniu pokarmu, przestrzeni życiowej,
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antybiozę, mykopasożytnictwo lub poprawę kondycji roślin. Gatunki ciemno zabarwione z reguły

stymulują wzrost grzybów z rodzaju Armillaria i Heterobasidion in vitro i przypuszcza się, że w po−

dobny sposób będą działały w naturze. 

Zastosowanie metody klasycznej umożliwiło detekcję mykoryzowych Ascomycota z rodzaju

Oidiodendron. W drzewostanach tworzą one mykoryzę ericoidalną z roślinami wrzosowatymi

(Ericaceae), głównie z borówką (Vaccinium spp.). Oidiodendron częściej wystąpił w 40−letnim drze−

wostanie, co ma bezpośredni związek z obecnością roślin−partnerów w runie leśnym [Xiao, Berch

1995; Martino i in. 2007] i stabilizacją kwasowości gleby (optymalne pH=3,0−5,0). Zwiększona

liczba roślin−gospodarzy w 40−letnim drzewostanie sprzyjała zarówno pojawieniu się Oidiodendron,

jak i zróżnicowaniu gatunkowemu. Stwierdzono aż 7 gatunków. Metoda klasyczna była jednak

nieskuteczna w detekcji Basidiomycota, podczas gdy metoda molekularna umożliwiła zidentyfi−

kowanie 13 taksonów. Nie stwierdzono żadnych gatunków wspólnych dla obu metod izolacji. 

Region 18S rDNA jest jednak podobny u grzybów i innych Eucarya. W badaniach Hagn 

i in. [2003] startery NS1 i NS2 były komplementarne z 70% regionu 18S DNA grzybów i z 75−

−90% regionu 18S DNA innych Eucarya, co sugeruje ich uniwersalność. W niniejszych badaniach

startery NS1 i NS2 okazały się także mało specyficzne dla grzybów. Amplifikowały również DNA

mikroorganizmów należących do królestwa Animalia i Protista.

Pomimo że startery NS1 i NS2 zostały opracowane na podstawie budowy DNA organizmów

hodowalnych, skutecznie amplifikowały również DNA organizmów niehodowalnych (w glebie 3

11,2%, w glebie 4 – 27%), co podkreśla ich ewentualną przydatność do badań różnorodności

mikroorganizmów w próbkach środowiskowych. 

Grzyby glebowe reagują szybko i zdecydowanie na zmiany warunków fizykochemiczno−

−biologicznych gleby kształtujących się pod wpływem stosowanych zabiegów hodowlanych 

i roślinności. Analizując gleby potraktowane w różny sposób w bliższej i dalszej przeszłości,

spodziewano się dużych różnic w składzie i aktywności zbiorowisk grzybowych. I rzeczywiście,

bardziej zróżnicowane i liczniejsze (Międzychód) zbiorowiska grzybów wystąpiły po rezygnacji

z przygotowania gleby lub ograniczonej i odległej w czasie uprawie (wzruszenie gleby broną

talerzową na krzyż 40 lat wcześniej). Wydaje się, że umiarkowana interwencja w środowisko gle−

bowe na zrębie zapobiegła nadmiernemu wzrostowi natlenienia, co spowolniło rozkład materii

organicznej. W konsekwencji utrzymywała się trwale stała i wysoka liczebność i różnorodność

mikroorganizmów. 

Wśród grzybów należących do gromad Ascomycota i Basidiomycota identyfikowano gatunki

opisywane jako kolonizujące martwe drewno (Piloderma fallax, Rhodosporidium toruloides), ko−

rzenie drzew i runa leśnego (Meliniomyces variabilis), glebę (Penicillium spinulosum, Tolypocladium
opacum), gatunki mykoryzowe (Melanomma pulvis−pyrius, Oidiodendron spp., Phialocephala fortinii)
[Grelet i in. 2005; Saito i in. 2006; Münzenberger i in. 2009], patogeny roślin (Botrytis anthophila
na koniczynie czerwonej, Auricularia polytricha, Gibberella tricincta, Thanatephorus cucumeris na wielu

roślinach), patogeny nicieni (Paecilomyces carneus) oraz gatunki chorobotwórcze dla człowieka

(Candida albicans, Cladosporium cladosporioides, C. herbarum, Stachybotrys echinata) i zwierząt

(Sagenomella spp.).

Różnice w strukturze zbiorowisk mikrogrzybów badanych metodami klasycznymi i mole−

kularnymi zaobserwowane podczas prezentowanych badań opisanych w niniejszym opracowa−

niu oraz przez innych badaczy [Viaud i in. 2000; Hunt i in. 2004; Menkis i in. 2006; Kwaśna i in.

2006, 2008; Kwaśna, Bateman 2009], a także detekcja niewielu gatunków wspólnych dla różnych

metod (1,5−10,7%) zmuszają do jednoczesnego stosowania metod klasycznych i molekularnych.

Anderson i Cairney [2004], Kwaśna i in. [2006, 2008] oraz Kwaśna i Bateman [2009] zalecają (w za−
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leżności od celu i warunków badań) stosowanie 2−7 różnych metod detekcji mikroorganizmów 

w glebie. Większość z nich prezentują Behnke−Borowczyk i in. [2012]. Tylko łączne wyniki uzy−

skane różnymi metodami pozwalają poznać pełen zakres bioróżnorodności mikroorganizmów. 

Duży wpływ na otrzymany wynik miał jednak wybór metody ekstrakcji DNA. Zastoso−

wany zestaw umożliwiał prostą i szybką izolację środowiskowego DNA. Otrzymane DNA zostało

skutecznie oczyszczone z kwasów humusowych zakłócających często późniejszą amplifikację

DNA. Oczyszczanie z kłopotliwych składników gleby zwykle skutkuje 50−procentową bezpow−

rotną utratą DNA mogącego być źródłem informacji o pozostałych mikroorganizmach w glebie.

Dodatkowo analizowano niewielką próbkę gleby – 1 g, stanowiącą niewystarczające źródło

informacji o bioróżnorodności mikrobiologicznej gleby.

Analiza filogenetyczna pozyskanego DNA może być użyta przynajmniej do częściowej iden−

tyfikacji dominujących grzybów przy dużej kompletności baz danych. Dla ponad 80% sekwencji

mikroorganizmów w glebie z Bierzwnika nie znaleziono sekwencji referencyjnych regionu 18S

rDNA w bazie danych. Świadczy to o jej niewielkiej kompletności i braku aktualizacji. Brak

sekwencji referencyjnych dla sekwencji badanych zniechęca do używania regionu 18S rDNA 

w badaniach grzybów. Otrzymane wyniki potwierdziły skuteczność klasycznych metod izolacji

grzybów dla określenia fitosanitarnych właściwości gleby oraz konieczność równoczesnego

stosowania kilku metod izolacji dla określenia bioróżnorodności mikrobiologicznej gleby.
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