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ABSTRACT

Behnke-Borowczyk J., Kwasna H., Betka M. 2012. Metody molekularne stosowane w badaniu réznorod-
nosci mikroorganizméw glebowych. Sylwan 156 (4): 294-304.

Application of the correct methods of study is essential for a proper description and understanding
of natural communities of microorganisms and their relationships. Classical methods used for detection
and identification of soil microorganisms resulted in underestimation of the microbiota. It has been
claimed that classical methods, based mainly on morphology, led to the identification of only 1% of the
soil microbiota, usually species that predominate in culture because of their fast growth and abundant
sporulation. Molecular methods allow rapid, accurate, sensitive and cost-effective identification and
enumeration of microorganisms. They are designed to replace and/or support classical approaches. This
review summarizes some of the current and emerging nucleic acid-based molecular approaches used for
detection, discrimination and quantification of microbes in the environment, mostly in soil.
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Wstep

Wigkszos¢ metod klasycznych stosowanych dotychczas w identyfikacji mikroorganizméw
opierala si¢ na ich izolacji (pozyskaniu ze Srodowiska naturalnego) i ustalaniu typowych cech
morfologicznych i specyfiki zarodnikowania (tzw. morfotypowanie) obserwowanych w naturze
lub w warunkach laboratoryjnych (iz vitro). Metody klasyczne wymagaty najczgsciej hodowli
i obserwacji wzrostu kultur na podtozach mikrobiologicznych, cz¢sto specyficznych dla konkret-
nej grupy mikroorganizméw. Zarodnikowanie typowe dla okreslonej grupy grzybéw obserwo-
wane bylo przy uzyciu mikroskopu.

Efektem stosowania metod klasycznych bylo niedoszacowanie rzeczywistej frekwencji
i réznorodnosci mikroorganizméw wystgpujacych w srodowisku naturalnym. Twierdzi sig, ze
umozliwialy one identyfikacj¢ okoto 1% mikroorganizméw glebowych [Torsvik, @vreds 2002],
najczesciej taksonéw dominujgcych w srodowisku ze wzgledu na szybki wzrost i obfite zarodniko-
wanie. W przypadku grzybéw byly to najezgsciej przedstawiciele gromad Zygomycota i Ascomycota.
Metoda klasyczna zawodzita w detekeji i identyfikacji mikroorganizméw wolnorosngcych,
niezarodnikujgcych, nichodowalnych iz vitro i morfologicznie podobnych. W przypadku grzy-
béw sg to najczgsciej przedstawiciele gromady Basidiomycota.
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Poznanie budowy DNA [Watson, Crick 1953] umozliwito rozwéj nauk biologicznych,
ktére coraz powszechniej wykorzystujg techniki biologii molekularnej oparte na analizie budowy
kwaséw rybonukleinowego (RNA) i dezoksyrybonukleinowego (DNA) lub biatek. Techniki
biologii molekularnej zostalty wprowadzone do badarn nad ekologig mikroorganizméw stosun-
kowo niedawno [Cooper, Rao 2006]. Z roku na rok majg jednak coraz wigksze zastosowanie
w identyfikacji oraz ustalaniu frekwencji i réznorodnosci mikroorganizméw. Pozwalajg na pozna-
nie obfitosci i ré6znorodnosci mikroorganizméw wystepujgcych w glebie, dzigki czemu przeko-
nujemy si¢ o rozmiarach zbiorowisk glebowych. Szacuje sig, ze 1 g gleby zawiera 3 000-11 000
genomé6w (=taksonéw), czyli réznych organizméw.

Watson i Crick [1953], przedstawiajac budowe DNA, oparli si¢ na osiggnigciach Rosalind
Franklin i Maurice’a Wilkinsa, ktérzy wykorzystali metode¢ krystalografii rentgenowskiej (=reje-
stracji widm dyfrakcyjnych promieni rentgenowskich). Umozliwito to poznanie ksztattu i budowy
DNA, ktére sktada si¢ zwykle z dwéch nici, owijajacych si¢ wokdt wspélnej osi i tworzacych tzw.
podwdijng helis¢. Pojedynczy taricuch DNA zbudowany jest z kolekeji czterech rodzajéw nukleo-
tydéw. Nukleotyd sktada si¢ z cukru (ryboza w RNA i dezoksyryboza w DNA), jednej z zasad
purynowych (adenina lub guanina) lub pirymidynowych (cytozyna lub tymina zastgpowana
przez uracyl w RNA) oraz reszty kwasu fosforowego. Zasady jednego taficucha taczg si¢ z zasa-
dami drugiego za pomocg wigzan wodorowych, tworzgc pary zasad. Adenina faczy si¢ z tymina,
a guanina z cytozyng. Catos¢ struktury podwdjnej helisy utrzymywana jest przez szkielet cukrowo-
-fosforowy. Kolejnos¢ nukleotydéw (charakteryzowanych przez zasade¢) w laricuchu DNA jest
charakterystyczna dla danego organizmu.

Kwasy RNA i DNA znajdujg si¢ w kazdym Zywym organizmie. W strukturze DNA wyste-
pujacego w jadrach komérek zapisana jest informacja genetyczna. Material genetyczny zawarty
w podstawowym (haploidalnym) zespole chromosoméw to genom. Genom bakterii Escherichia
coli ma 4,5 miliona par zasad. Dost¢gpne w Internecie bazy danych (np. www.zbi.ee/fungal-
-genomesize/) podajg wielko$¢ genomu kilkuset rodzajéw grzybéw. Genom Armillaria, rodzaju
patogenicznego dla drzew, ma 55-115x10%C par zasad, w zaleznosci od gatunku. Genomy roslin
i zwierzat sg blisko tysigc razy wicksze. Wielkos¢ DNA zawartego w podstawowym zespole
chromosoméw cztowieka wynosi 3 079x10° nukleotydéw, a jego dtugosé w pojedynczym jadrze
komorki okoto 2 metréw. Na catym swiecie trwajg intensywne prace nad poznaniem budowy
DNA mikroorganizméw, w tym grzybéw, zwlaszcza gatunkéw patogenicznych dla ro$lin lub
stosowanych w biotechnologii.

Geny decydujg o cechach i mozliwosciach organizmu. Okreslony wyglad i okreslona funk-
cja organizmu jest wynikiem wykrycia kolejnosci kodonéw (=tréjek nukleotydéw) w DNA przez
antykodony (=tréjki nukleotydéw w RNA). Po rozpoznaniu indywidualnego kodonu, do synte-
tyzowanego w komdrce biatka przylacza si¢ jeden z obecnych w komdrece 20 aminokwaséw.
Kazdemu kodonowi DNA przyporzagdkowany jest inny aminokwas. Sklad biatka decyduje
o wygladzie i funkcji organizmu. W ten sposéb powstaje informacja pierwszego rz¢du. Informacja
pierwszego rzedu jest jedyng informacjg u roslin i prostych organizméw zwierzg¢eych, nieposia-
dajacych centralnego uktadu nerwowego. Nie ma ona jeszcze charakteru kognitywnego, tzn. nie
jest informacjg o czyms, lecz stuzy jedynie stwierdzeniu zaistnienia pewnego stanu wlasnego,
ktéry sposréd stanéw rozréznianych przez jakis detektor aktualnie wystgpit. R6znym stanom
rozréznianym przez detektor przyporzagdkowane sg genetycznie rézne cechy i zachowania
uktadu.
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Metody molekularne stosowane w detekeji mikroorganizmoéw
glebowych

ExsTrRAKCJA DNA. Skutecznosé i efektywnos¢ analizy molekularnej zalezy od jakosci wyekstra-
howanego DNA. Wysoka jakos¢ DNA warunkuje powodzenie badan nad pojedynczymi mikro-
organizmami i ich zbiorowiskami w s$rodowisku naturalnym. DNA powinien by¢ czysty
(niezanieczyszczony) i kompletny (niepofragmentowany). Jakos¢ DNA zalezy od sposobu jego
ekstrakcji. Istniejg réznorodne metody ekstrakcji DNA z komdrek organizméw zywych
[Herrera, Cockell 2007]. Sposoby te r6znig si¢ zwlaszcza przygotowaniem préby, przeprowadze-
niem dezintegracji $ciany komérkowej i wydostania si¢ zawartosci komérek do srodowiska (tzw.
lizy) oraz oczyszczaniem kwaséw nukleinowych.

Liz¢ mozna przeprowadzi¢ mechanicznie, fizycznie, na drodze chemicznej lub enzymaty-
cznej. Liz¢ mechaniczng przeprowadza si¢ przemiennym uzyciem wysokiej i niskiej tempera-
tury (szok temperaturowy) lub tarcia (np. peretkami szklanymi). Liza fizyczna wykorzystuje
uzycie mikrofal lub ultradZwickéw. Sposéb chemiczny polega na zastosowaniu detergentéw,
fenolu i siarczanu dodecylosodowego. Liz¢ enzymatyczng przeprowadza si¢ z uzyciem enzy-
méw litycznych, np. lizozymu, chitynazy, proteinazy K, pronazy. Dla ulatwienia ekstrakcji DNA
z komdérek mieszaning lizujacg wzbogaca si¢ czesto zwigzkami destabilizujgcymi dziatanie enzy-
méw (dithiothreitol), inaktywujacymi enzymy (kwas etylenodiaminotetraoctowy, ktéry wigze
jony magnezu, bez ktérych enzymy sg nicaktywne), inhibitujgcymi enzymy (fenantrolina),
ochraniajgcymi ekstrahowany DNA (poliwinylopirolidon, poliwinylopolipirolidon), utatwia-
jacymi stracanic DNA (CaCl,), rozpuszczajacymi kwasy huminowe (Na,HPO,), stracajacymi
kwasy humusowe (Al,(SO,),) [Robe i in. 2003; Herrera, Cockell 2007; PerSoh i in. 2008].

W efekcie ekstrakeji uzyskujemy kwas nukleinowy o réznym stopniu zanieczyszczenia
biatkami, polisacharydami, lipidami oraz sktadnikami mineralnymi. DNA z gleby, zwlaszcza
z gleby lesnej, jest zanieczyszczony zwigzkami préchnicznymi (bituminami i zwigzkami humuso-
wymi). Te ostatnie majg charakter kwaséw humusowych (kwasy fulwowe, huminowe brunatne
i szare, hymatomelanowe), humin i ulmin oraz zwigzkéw organiczno-mineralnych (chelaty,
kompleksy ilasto-humusowe). Obecnosé zwigzkéw préchnicznych, nawet w niewielkiej ilosci,
moze znacznie utrudnic lub uniemozliwié¢ amplifikacje, czyli powielanie taricuchéw DNA [Yu-Li,
Olson 1992]. Powodujg one inaktywacj¢ polimerazy, enzymu katalizujgcego amplifikacj¢ DNA
oraz blokad¢ hybrydyzacji DNA, czyli procesu laczenia si¢ komplementarnych nici kwasu
nukleinowego w podwdjng helis¢. Oczyszczenie wyekstrahowanego DNA przeprowadza si¢
najczg¢sciej metodg stracania zanieczyszezen octanem potasu, glikolem polietylenowym, etano-
lem, izopropanolem lub mieszaning chloroformu z fenolem, stosowanych osobno lub w kombi-
nacjach. DNA z gleby o duzej zawarto$ci zwigzkéw préchnicznych oczyszcza si¢ mechanicznie
przez filtracj¢ w kolumienkach ze specjalng zywicg lub zelem (np. Wizard firmy Promega,
Sephadex), wirowanie w obecnosci gradientu Nycodens lub sacharozy, CsCl, Percollu lub
Ficollu [van Elsas i in. 1997; Cullen, Hirsch 1998], wychwytywanie DNA zwigzkami chemi-
cznymi, np. poliwinylopirolidonem lub mleczkiem szklanym (ang. glassmilk) oraz separacji
w kolumnach do chromatografii jonowymiennej lub w zelu agarozowym na drodze elektrofo-
rezy. R6zne typy gleb wymagaja stosowania odmiennych procedur ekstrakcji kwaséw nukleino-
wych zaréwno na etapie lizy, jak i podczas oczyszczania DNA.

Ekstrakcja kwaséw nukleinowych z gleby jest trudna réwniez ze wzgledu na wysokie
zréznicowanie gatunkowe jej mieszkaricéw oraz sktonnosé mikroorganizméw glebowych do
adsorbcji na powierzchni koloidéw glebowych. Liczne mikroorganizmy $rodowiska glebowego
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nalezg do odleglych grup taksonomicznych. Na ogét posiadajg niewielkie rozmiary (najczesciej
<0,5 pm) i charakteryzujg si¢ duzg niedost¢pnoscia, malg aktywnoscig metaboliczng i znaczng
opornoscig na czynniki lityczne. Sciana komérkowa bakterii gramdodatniej (np. Firmicutes,
Actinobacteria, Cyanobacteria), z uwagi na wicksza zawartos¢ mureiny, ulega lizie trudniej niz
§ciana komérkowa bakterii gramujemnej. Okoto 75% mikroorganizméw glebowych jest zaadsor-
bowana na powierzchni koloidéw glebowych. W efekcie ilos¢ uwolnionego i ekstrahowalnego
DNA nie przekracza na ogét 25% [Frostegérd i in. 1999]. Ma to istotny wptyw na sktad DNA
z gleby, a to przektada si¢ na sktad zbiorowisk organizméw glebowych.

Poszczegdlne procedury ekstrakceji DNA z gleby dajg przecietnie od kilku do kilkudziesie-
ciu pg DNA z 1 g gleby. Niewtasciwie dobrana metoda lizy i oczyszczania prowadzi do utraty
80-90% DNA [Cullen, Hirsch 1998]. Uzyskane fragmenty DNA majg na ogét od 10 do 40 kilo-
zasad (kb), co wystarcza do wigkszosci zastosowari. Do jednej reakcji amplifikacji DNA potrzeba
1-100 ng DNA. Wyekstrahowana ilos¢ DNA wystarcza na ogét na ponad 1000 reakcji. Zdegra-
dowanie (zanieczyszczenie i fragmentacja) DNA na ogét uniemozliwia jego amplifikacje i dalsza
analize. Gotowe zestawy do izolacji DNA (tzw. kity) cieszg si¢ obecnie coraz wigksza popular-
noscig. Uzycie kitu sprawia, ze ekstrakcja DNA moze by¢ latwiejsza, szybsza i mniej zawodna.
Do izolacji DNA z gleby stosowane sg kity wyprodukowane za granicg (PowerSoil® DNA
Isolation Kit, Mo Bio, UltraClean Meg Prep Soil DNA, FastDNA R SPIN R, Soil Master TM
DNA Extraction, Genomic Mini AX Soil) oraz w Polsce (A&A Biotechnology, Gdynia). Tlos¢
ekstrahowanego DNA jest niewielka, ale wystarczajgca dla dalszej amplifikacji [Steele, Streit
2006].

AMPLIFIKACJA KWASOW NUKLEINOWYCH. Podstawowg technikg biologii molekularnej jest taicu-
chowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR). Jest to metoda powielania
tadicuch6w DNA w warunkach laboratoryjnych, odbywajaca si¢ w sekwencji wielokrotnego pod-
grzewania i schladzania prébki. Technika ta zostata wynaleziona w 1983 roku przez Kary Mullisa
[Rabinow 1996]. PCR wymaga obecnosci matrycy ssDNA, czyli odcinka DNA, ktéry da pocza-
tek replikacji, starteréw, wolnych tréjfosforanéw nukleotydéw, polimerazy DNA (np. Taq),
buforu i wody. Startery sg krétkimi (15-30 pz) jednoniciowymi fragmentami DNA o znanej sek-
wencji nukleotydéw, ktére przyczepiajg si¢ do matrycy DNA, definiujgc fragment do amplifi-
kacji. Tréjfosforany nukleotydéw dostarczajg materiatu do syntezy nici komplementarne;j.
Polimeraza DNA katalizuje syntez¢ nici komplementarnej, polegajacej na wydtuzaniu startera
przez dobudowywanie nukleotydéw komplementarnych do matrycy na jednym korcu startera.
Bufor poprawia specyficznosé i wydajnosé amplifikacji. Woda zapewnia wilasciwe srodowisko
dla dziatania polimerazy Taq.

W praktyce reakcja PCR przebiega w termocyklerze, czyli bloku grzejnym, w ktérym elek-
tronicznie dochodzi do precyzyjnej i szybkiej zmiany temperatury wymaganej przez
poszczegélne etapy procesu. Odbywa si¢ ona w trzech, cyklicznie powtarzajacych si¢ etapach
denaturacji, przylgczania starteréw i syntezy. Denaturacja polega na rozplataniu dwdéch nici
helisy DNA i odbywa si¢ w temperaturze 90-95°C. Przylgczanie starteréw do pojedynczych
tadicuchéw DNA wymaga temperatury 40-65°C. Synteza polega na dobudowywaniu nici kom-
plementarnej i zachodzi w temperaturze 72°C. Po 30 cyklach wyjsciowa ilos¢ DNA wzrasta
milion razy. Pozwala to uzyska¢ 0,2-2,0 pg okreslonego fragmentu DNA. Termostabilno$¢ poli-
merazy w zakresie 37-94°C zapobiega nicodwracalnemu zniszczeniu enzymu podczas denatu-
racji DNA. Amplifikacja koriczy si¢ po wyczerpaniu skladnikéw lub po przeprowadzeniu
ustalonej wezesniej liczby cykli. Wielkos¢ produktu PCR sprawdzamy na zelu agarozowym
(fot. 1). Niekt6rymi odmianami reakcji PCR sg:
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- reakcja taiicuchowa polimerazy DNA z analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym
(ang. real-time PCR), w ktérej stosuje si¢ nukleotydy znakowane fluorochromami lub
sondy molekularne (krétkie odcinki DNA) faczace si¢ z matrycowym DNA,

- reakcja odwrotnej transkryptazy (ang. reverse-transcription, RT-PCR), ktéra polega na
poczgtkowej synteziec DNA na matrycy mRNA, odbywajacej si¢ przy uzyciu enzymu
odwrotnej transkryptazy i dalszej amplifikacji DNA w zwyklej reakcji PCR,

- gniazdowa PCR (ang. nested-PCR), ktdra polega na poczgtkowej syntezie kilku dtugich
fragmentéw DNA zawierajacych pozadany odcinek i dalszej amplifikacji pozadanego
odcinka z drugg parg starteréw,

- multipleksowa real-time PCR (ang. multiplex PCR), ktéra prowadzona jest réwnocze-
$nie z kilkoma parami starteréw specyficznych dla réznych genéw.

Metoda real time PCR zyskata szersze uznanie dzigki mniejszej pracochtonnosci, wigkszej czy-
stosci, szybkosci, czutosci i wiarygodnosci. Aktualnie wprowadzana jest tzw. amplifikacja sterowana
transkrypcja TMA (ang. transcription-mediated amplification), ktéra polega na amplifikacji RNA
lub DNA generowanej dwoma enzymami, polimerazg RNA i odwrotng transkryptazg. Produkt
amplifikacji identyfikowany jest w reakcji luminescencyjnej z sonds.

Do badania grzybéw wykorzystuje si¢ czgsto geny rybosomalnego RNA, zwlaszcza zespét
kodujacy trzy podjednostki rRNA. Obejmuje on trzy geny (18S; 5,8S; 28S), dwie wewng¢trzne
sekwencje transkrybowane (ang. internal transcribed spacer; I'TS 1 i I'TS 2) oraz dwie
zewngtrzne sekwencje transkrybowane (ETS 11 E'TS 2). I'TS 11 I'TS 2 wystgpujg w komérkach
w stosunkowo duzej obfitosci, nalezg do umiarkowanie zmiennych i sg przydatne do identy-
fikacji gatunkowej. Wykorzystuje si¢ réwniez rybosomalng sekwencje mi¢dzygenows odcinka
IGS (ang. intergenic spacer) [White i in. 1990; Prosser 2002]. Obecnie coraz cz¢sciej wykorzy-
stuje si¢ geny kodujgce biatka. Wymienione fragmenty RNA amplifikuje si¢ przy uzyciu
starteréw, ktére mogg by¢ uniwersalne (stosowane m.in. do amplifikacji regionéw zmiennych
u gatunkéw, rodzajéw, np. rRNA I'TS 1/2) lub specyficzne dla pojedynczego gatunku.

IDENTYFIKACJA MIKROORGANIZMOW. Identyfikacje mikroorganizméw wykonuje si¢ na drodze
analizy podobienistwa badanego obiektu z wzorcem z bazy danych, postugujac si¢ metodami
bedacymi modyfikacjg PCR (np. RAPD), produktami PCR (np. DGGE, TGGE, SSCP, RISA,
ARISA, sekwencjonowanie) oraz aktywnoscig enzyméw restrykeyjnych (endonukleaz), ktére
rozpoznajg specyficzne sekwencje w amplifikowanym DNA i przecinajg (trawig) czasteczke
DNA (np. RFLP, T:-RFLP, AFLLP, ARDRA).
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Fot. 1.

Rozdziat elektroforetyczny produktu PCR 28 izolatéw grzybéw glebowych
Electrophoresic sequencing of PCR product id 28 soil fungi isolates
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Produkty PCR lub fragmenty DNA powstate po trawieniu mozna rozdzieli¢ na zelach
metodg elektroforezy i wizualizowac¢ po barwieniu DNA. Obecnos¢ ujemnie natadowanych reszt
kwasu fosforowego (PO,”) w czgsteczkach nukleotydéw sprawia, ze DNA posiada tadunek
ujemny. W Zzelach agarozowych lub poliakrylamidowych, w polu elektrycznym, DNA migruje
w kierunku dodatnim. Szybko$¢ migracji zalezy od ksztattu i wielkosci fragmentu DNA i jest
odwrotnie proporcjonalna do masy czgsteczkowej DNA. Dtuzsze i cigzsze fragmenty DNA prze-
mieszczajg si¢ wolniej od fragmentéw krétszych i lzejszych. Na zelu obserwujemy je w postaci
prazkéw, w ktérych znajdujg si¢ czgsteczki DNA o réznej sekwencji nukleotydéw. Prazki obecne
sg na réznej wysokosci. Tworzg one wz6r prazkowy, tzw. ,odcisk palca” (ang. DNA fingerprint).

W losowej amplifikacji polimorficznych fragmentéw DNA (ang. Random Amplification
of Polymorphic DNA, RAPD) stosuje si¢ jeden krétki starter zawierajgcy 5-15 nukleotydéw
z duzg zawartoscig zasad G i C. Niska temperatura dwdch pierwszych cykli amplifikaciji (35-45°C)
sprzyja przylgczeniu startera do nickoniecznie homologicznych sekwencji matrycowych. Starter
przytacza si¢ do obu nici DNA w wielu miejscach, generujac powstanie od kilku do kilkunastu
produktéw amplifikacji. Podobiedistwo wzoréw prazkowych pozwala na ocen¢ pokrewieristwa
badanych szczepéw.

Elektroforeza na zelach z gradientem czynnika denaturujgcego (ang. Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis, DGGE) polega na zastosowaniu bogatych w zasady G i C starteréw uniwer-
salnych. Przeprowadzana jest amplifikacja DNA, a nastgpnie jego rozdzial na zelu o wzrastajg-
cym stezeniu zwigzku denaturujgcego (formamid, mocznik). St¢zenie czynnika wzrasta wraz ze
wzrostem odlegtosci od miejsca umieszezenia préb. Czynnik denaturujgecy powoduje rozpla-
tanie podwdjnej helisy DNA. Pojedyncze nici tracg mobilnosé i przemieszczanie DNA w zelu
zostaje gwaltownie przyhamowane. Tworzy si¢ prazek. Moment denaturacji DNA zalezy od
budowy DNA charakterystycznej dla gatunku; jedne fragmenty ulegajg denaturacji przy
nizszym stezeniu czynnika denaturujgcego, inne przy wyzszym. Podobng metods jest elektro-
foreza w gradiencie temperatury (ang. Temperature Gradient Gel Electrophoresis, TGGE).
Czynnikiem denaturujgcym jest temperatura. Wadg metod DGGE i TGGE jest mozliwos¢
wykrywania gatunkéw dominujgcych [MacNaughton i in. 1999]. Teoretycznie pojedynczy
pasek powinien reprezentowaé pojedynczy gatunek. W praktyce jednak zdarza sie, ze jeden
gatunek moze na Zelu by¢ reprezentowany przez kilka prazkéw, a jeden prazek moze reprezen-
towaé wiecej niz jeden gatunek. To ostatnie jest wynikiem podobieristwa w budowie wykorzy-
stywanego fragmentu RNA (np. 16S rRNA) u réznych gatunkéw mikroorganizméw [Gelsomino
i in. 1999; Maarit-Niemi i in. 2001].

Badanie zmian konformacji jednoniciowego DNA (ang. Single Strand Conformation
Polymorphism, SSCP) bazuje na technice, w ktérej zamplifikowany DNA poddawany jest
denaturacji termicznej i chemicznej (zagotowanie préby i jej szybkie schtodzenie w buforze
obcigzajacym, zawierajgcym czynnik denaturujgey, np. formamid). Obie pojedyncze nici DNA
przyjmujg wlasciwg dla sekwencji strukturg przestrzenng. Zmiany w budowie wplywajg na szyb-
ko$¢ poruszania si¢ nici w trakcie elektroforezy na niedenaturujgeych zelach poliakrylami-
dowych. Fragmenty o takiej samej dtugosci, ale réznej sekwencji, réznig si¢ szybkoscig migracji
(ruchliwoscig elektroforetyczng). Rézne sekwencje dajg rézne wzory prazkowe. Metoda ta w zato-
zeniu powinna wykry¢ juz pojedynczg réznicg w sekwencji nukleotydéw. W praktyce umozliwia
wykrycie 95% zmian dla fragmentéw o dlugosci 300-450 pz [Napierata i in. 2004]. SSCP ma te
same ograniczenie co DGGE. Pojedynczo skrgcone DNA moze formowad wigcej niz jedng sta-
bilng konformacjg, tj. przyjmowac rézny ksztalt przestrzenny, w wyniku czego jedna sekwencja
moze byé reprezentowana przez wiccej niz jeden prazek na zelu.
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Analiza rybosomalnych sekwencji mig¢dzygenowych (ang. Ribosomal Intergenic Spacer
Analysis, RISA) i automatyczna analiza rybosomalnych sekwencji migdzygenowych (ang.
Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis, ARISA) wykorzystuje region IGS. Jest on
amplifikowany technikg PCR, denaturowany i rozdzielany na zelu poliakrylamidowym w wa-
runkach denaturacji. W RISA sekwencje polimorfizmu wykrywane sg po barwieniu srebrem,
a w ARISA koricowy starter jest znakowany fluorescencyjnie i wykrywany automatycznie.

Sekwencjonowanie DNA (ang. sequencing) to technika odczytywania sekwencji, czyli
kolejnosci par nukleotydéw w helisic DNA. Jest najbardziej czulg technikg wykrywania zmian
w materiale genetycznym, umozliwiajgcg jednoczesnie jego pelng charakterystyke. Dotychczas
stosowano metod¢ Sangera, ktéra skladata si¢ z kilku etapéw. W fazie preparatywnego PCR
amplifikacji wybranego fragmentu DNA dokonywano przy uzyciu pary starteréw specyficznych.
W asymetrycznym PCR nastgpowata osobna amplifikacja z kazdym ze starteréw z zastosowa-
niem specyficznych dideoksynukleotydéw (ddN'TP), z ktérych kazdy znakowany byt fluoro-
forem o innym kolorze. W wyniku zatrzymania syntezy kopii matrycy tworzg si¢ wszystkie
mozliwe, réznigce si¢ dtugoscia, komplementarne do matryc oligonukleotydy, ktére zawicrajg
na 3’-koricu specyficzne i réznokolorowe fluorofory wazne dla detekceji. Etap elekroforezy na
denaturujgcym zelu poliakrylamidowym stosowano od najkrétszego do najdtuzszego oligonuk-
leotydu w celu ustalenia kolejnosci nukleotydéw. Na zakoriczenie analizowano otrzymane wyniki
przy uzyciu pakietu programéw komputerowych. Metoda cyklicznego sekwencjonowania DNA
(ang. cycle sequencing) umozliwia bezposrednig analiz¢ produktu reakcji PCR.

Coraz czgsciej stosuje si¢ sekwencjonowanie nowej generacji, takie jak pirosekwencjono-
wanie metodg 454, sekwencjonowanie poprzez ligacje (SOLID, ABI) oraz sekwencjonowanie
przez hybrydyzacje. Pirosekwencjonowanie metodg 454 jest technikq dziatajacg poprzez synteze.
Wykorzystuje specyficzny zestaw enzyméw pozwalajacy na prowadzenie sekwencjonowania
w czasie syntezy taricucha DNA. Metoda 454 umozliwia prowadzenie wielu sekwencjonowan
w tym samym czasie (sekwencjonowanie réwnolegle), co przyspiesza proces analizy. Sekwen-
cjonowanie poprzez ligacje stanowi technike wykorzystujacg ligaze DNA do identyfikacji
i lokalizacji nukleotydu. Sekwencjonowanie przez hybrydyzacj¢ stanowi zbiér metod wyko-
rzystujacy hybrydyzacje jednej nici DNA do drugiej nici komplementarnej. W przypadku
oligonukleotydéw umozliwia detekcj¢ nawet pojedynczej, nieskojarzonej zasady. Jedng z drég
sekwencjonowania przy uzyciu tej metody jest wykorzystanie mikromacierzy DNA zawierajg-
cych krétkie fragmenty DNA oraz wiele ich wariancji sekwencyjnych.

Polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykeyjnych (ang. Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP) wykorzystuje ré6znice w budowie sekwencji DNA. DNA jest trawiony
za pomocg enzymow restrykeyjnych. Zmiana w budowie sekwencji odcinka rozpoznawanego
przez enzym powoduje, ze dokona on rozcigcia DNA. Rozcigcie odbywa si¢ najezgsciej w kilku
miejscach. W efekcie w dwéch réznych prébach powstanie rézna ilos¢ fragmentéw DNA, bedg-
cych produktami cigcia pierwotnej czgsteczki. Fragmenty te r6znig si¢ wielkoscig i cigzarem.
Na zelu uktadajg si¢ na réznej wysokosci, w zaleznosci od ich masy czasteczkowej (fot. 2)
[Kaczmarek i in. 2004]. Obecnosé lub brak prazka o okreslonej wielkosci swiadczy o polimor-
fizmie. Polimorfizm moze wynikaé¢ ze zmiany pojedynczego nukleotydu w obrgbie miejsca
restrykeyjnego, ze zmiany wigkszych fragmentéw DNA lub tez z metylacji (przytaczanie grupy
metylowej (-CH,) w DNA). Najczgsciej stosuje si¢ od 2 do 4 enzyméw [Tiedje i in. 1999],
z ktérych kazdy daje inny uktad prazkéw [Osborn i in. 2000]. Jeden gatunek mikroorganizmu
moze posiadac od jednego do kilku miejsc restrykeyjnych i moze dawaé rézny uktad prazkéw.
Zastosowanie szesciozasadowych (zamiast czterozasadowych) enzyméw restrykeyjnych przyczy-
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Fot. 2.
Rozdziat elektroforetyczny DNA grzybéw glebowych po RFLP
Electrophoresic sequencing of soil fungi DNA in RFLP

Strzatkami oznaczono poszczegdlne préby. W wyniku trawienia enzymem Hhal, na gérnym zelu wszystkie trzy proby majg jednakowy
wz6r prazkowy sugerujacy, ze reprezentujg jeden gatunek grzyba. W wyniku trawienia enzymem BsuRI, na dolnym zelu dwie pierwsze
préby majg jednakowy wzor prazkowy, rézny od wzoru préby trzeciej, co oznacza, Ze pierwsze dwie i trzecia préba reprezentujg dwa rézne
gatunki grzybow.

Arrows indicate individual samples. Upper gel - defragmentation with Hhal enzyme, all samples exhibit the same pattern, which suggests
that they represent on fungi species, lower gel — defragmentation with BsuRI enzyme, pattern of the first two samples differs from the
third one, which suggests that samples represent two various fungi species.

nia si¢ do zmniejszenia liczby fragmentéw restrykeyjnych dla jednego gatunku. Z kolei polimor-
fizm dtugosci terminalnych fragmentéw restrykeyjnych (ang. Terminal Restriction Fragment
Length Polymorphism, T-RFLP) jest metoda podobng do klasycznej RFLP. Réznica polega na
zastosowaniu startera PCR znakowanego barwnikiem fluorescencyjnym. W efekcie analizujemy
znakowane terminalne fragmenty restrykcyjne. Uproszczony wzér prazkéw umozliwia kom-
pleksows analiz¢ populacji. Kazdy prazek reprezentuje pojedynczg jednostke taksonomiczng.
Wzér prazkéw moze by¢ uzyty do badania bogactwa i réznorodnosci gatunkowej oraz podo-
bieristwa mi¢dzy prébkami. R6zne enzymy moga produkowaé rézne wzory. Konieczne jest zasto-
sowanie 2-4 enzyméw. Polimorfizm dtugosci amplifikowanych fragmentéw (ang. Amplified
Fragment Length Polymorphism, AFLP) polega na badaniu efektu amplifikacji specyficznych
fragmentéw restrykeyjnych. Wymaga malej ilosci materiatu wyjsciowego. Wykorzystuje dwa
enzymy restrykeyjne, z ktérych jeden charakteryzuje si¢ wyzsza, a drugi nizszg cz¢stotliwoscia
cigcia. Do fragmentéw restrykeyjnych dotaczane sg adaptory sktadajace si¢ z sekwencji rdzenio-
wej oraz sekwencji specyficznej dla miejsca restrykcyjnego. W dalszym etapie nastepuje ampli-
fikacja fragment6w restrykeyjnych i ich rozdziat na zelu poliakrylamidowym. Analiza restrykcyjna
powielonego rDNA (ang. Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis, ARDRA) jest metodg
podobng do RFLP, lecz wykorzystuje rybosomalny DNA.

Hybrydyzacja z sondami molekularnym obejmuje tworzenie stabilnych struktur dwuni-
ciowych kwaséw nukleinowych z pojedynczych tadcuchéw polinukleotydowych o wzajemnie
komplementarnych sekwencjach. Wyizolowany z badanego materiatu DNA lub RNA unieru-
chamiany jest na nylonowych lub nitrocelulozowych btonach w formie plam (ang. dot blotting).
Wprowadza si¢ sond¢ molekularng (cDNA). Detekcja sygnalu §wiadczy o rozpoznaniu przez
sond¢ komplementarnej sekwencji nukleotydowej. Mozliwa jest sytuacja odwrotna, kiedy to
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sonda jest unieruchomiona na trwalym podtozu, a badany material dodawany jest w roztworze
hybrydyzacyjnym (np. w mikromacierzach DNA, chipach DNA, ang. DNA microarray). Stuzy
to do identyfikacji mikroorganizméw i badania ekspresji gendw.

Podsumowanie

Metody opisane w niniejszej pracy wykorzystywane sg do izolacji, identyfikacji i analizy licznych
patogendéw drzew, w tym grzybéw zgorzelowych z rodzaju Rhizoctonia (teleomorfy: Ceratobasidium,
Thanatephorus) wystgpujacych m.in. w glebach szkétek lesnych. Zastosowanie losowej ampli-
fikacji polimorficznych fragmentéw DNA (RAPD) oraz badanie polimorfizmu dtugosci frag-
mentéw restrykeyjnych (RFLP) pozwolito rozr6znié czternascie grup (AG-1 — AG-13 i AG-B1)
oraz wiele podgrup w o§miu grupach anastomozowych u ponad 200 izolatéw Rhkizoctonia pocho-
dzgcych 7 réznych stref geograficznych i roslin-gospodarzy [Duncan i in. 1993; Toda i in. 1999;
Guillemaut i in. 2003; Carling i in. 2002] oraz zidentyfikowaé nowe grupy anastomozowe (AG-T
i AG-U) u dwujadrowych gatunkéw Riizoctonia [Hyakumachi i in. 2005]. Zastosowanie reakcji
taricuchowej polimerazy DNA z analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym (real-time PCR)
umozliwia coraz powszechniejszg analiz¢ ilosciows, czyli okreslenie udziatu Riizoctonia lub
udziatu jego réznych grup anastomozowych w zbiorowisku mikroorganizméw [Sayler, Yang
2007; Okubara i in. 2008]. Sayler i Yang [2007] proponujg wykorzystanie real-time PCR réwniez
do okreslania agresywnosci R. solani ].G. Kithn i oceny poziomu odpornosci porazanych roslin
na tego patogena. Zastosowanie klonowania srodowiskowego DNA i sekwencjonowania klonéw
umozliwito okreslenie udziatu Riizoctonia w zbiorowisku grzybéw w korzeniach sosny zwyczaj-
nej z objawami zgorzeli [Kwasna, Bateman 2009]. Korzenie z umiarkowanymi objawami
zgorzeli, poza R. solani zasiedlone byly réwniez przez Fusarium oxysporum Schltdl., Neonectria
radicicola (Gerlach & L. Nilsson) Chaverri & C. Salgado i Py#hium spp. (50% klonéw). Korzenie
z silnymi objawami zgorzeli zasiedlone byly gléwnie przez R. solani. (80% klonéw).
Zastosowanie reakcji odwrotnej transkryptazy (RT-PCR) umozliwito badanie przemieszczania
si¢ kwaséw nukleinowych u niekompatybilnych (réznych genetycznie) izolatéw R. solani,
skutkujgcych powstawaniem nowych ras patogena [Charlton, Cubeta 2007].
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SUMMARY

Molecular methods used in studies of diversity of the soil microorganisms

Current microbiology involves use of a wide range of molecular methods in the detection
of microorganisms. Molecular diagnostic methods have potential advantages in sensitivity,
specificity, rapidity and cost-effectiveness compared with other methods. They are easy to use
and amenable to automation. Their application is increasing our knowledge of microbial density,
diversity and activity in habitats that include soil, where diversity seems to be greater than
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expected. The apparently wide range of microorganisms that occurs has a density estimated
at 3,000-11,000 genomes (=species) per 1g of soil. This review presents the molecular methods
most often used for detection, discrimination and quantification of microbes in environmental
samples. Knowledge of the actual structure of a microbial community helps in understanding
the natural and spontaneous relationships between different components within a habitat (such
as soil) and can provide a basis for manipulating relationships for the benefit of plants and for
the safety of humans and the environment. The application of molecular methods has great
potential for increasing our understanding in more general areas of environmental microbiology,
with further implications for land management, agriculture and forestry improvement, and
biotechnology.



