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1. Wprowadzenie

Bakterie i grzyby glebowe odgrywaja znaczna rolg
w przebiegu réznych cykli biogeochemicznych [90]
i sa odpowiedzialne za mineralizacj¢ zwiazkow orga-
nicznych. Mikroorganizmy glebowe maja rowniez
wplyw na funkcjonowanie ekosystemow, zdrowotnosé
roslin oraz struktureg i produkcyjnos$¢ gleby. Glebowe
mikroorganizmy sa odpowiedzialne za ciagly obieg
pierwiastkéw odzywczych w §rodowisku. Aktywnos$é
antropogeniczna, tj.: rozwoj miast, intensyfikacja rol-
nictwa, stosowanie pestycyddw, zanieczyszczenie $ro-
dowiska moga mie¢ wpltyw na ré6znorodnosc¢ glebowych
mikroorganizméw [21, 60].

Wiedza dotyczaca roznorodnosci mikroorganizmow
jest ograniczona, zwlaszcza w odniesieniu do drobno-
ustrojow $rodowiska glebowego. W 1 g gleby wyste-
puje okoto 4000 réznych genoméw bakterii [85].
Aktualnie wiadomo, zZe tylko ok. 1% populacji glebo-
wych mikroorganizméw moze by¢ izolowana przy
uzyciu tradycyjnych metod laboratoryjnych i dlatego
nowoczesne techniki, w tym biologii molekularnej sa
coraz cze¢sciej wykorzystywane do badania populacji
bakterii i grzybow $rodowiska glebowego [44, 86].

Ocenia sig, ze obecnie znanych jest tylko 5% grzybow
1 12% gatunkow bakterii wystepujacych w srodowi-
sku naturalnym. R6znorodnos$¢ genetyczna glebowych
mikroorganizmow moze by¢ zrodtem szczepow o uzna-
nych wilasciwosciach biotechnologicznych, wykorzy-
stywanych w nowych technologiach i pozyskiwaniu
naturalnych produktow [12].

W pracy przedstawiono przydatno$¢ najnowszych
metod stosowanych w badaniach réznorodno$ci mikro-
biologicznej gleby.

2. Badania réznorodnos$ci mikrobiologicznej gleby

Réznorodnosé mikroorganizméw mozna podzieli¢
na roznorodnos$¢ genetyczna, gatunkowa i funkcjonal-
na. Pierwsza z nich zwiazana jest z badaniami opartymi
na analizie genomu [40], r6znorodno$¢ gatunkowa wy-
nika z bogactwa gatunkowego, ogdlnej liczby obecnych
gatunkéw oraz ich rozmieszczenia [65], natomiast
funkcjonalna obejmuje wykorzystanie substratow orga-
nicznych przez drobnoustroje, badania ekspresji genow
oraz aktywnos$¢ enzymatyczna [27]. Metody badan r6z-
norodnosci mikroorganizméw w glebie mozna podzieli¢
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Tabela 1

Metody badan réznorodno$ci mikrobiologicznej srodowiska glebowego

Metoda | Pi$miennictwo
Metody oparte na technikach biochemicznych
Metoda plytkowa [30, 80]
CLPP [3, 13, 16, 23, 32, 36, 71, 96, 97
FAME [1, 17,31, 33, 35, 39, 43, 96]
Metody oparte na technikach molekularnych
Zawartos¢ G+C [62]
Mikromacierze [8, 20, 25]
PCR-DGGE [2,4, 11, 42,61, 69, 72, 76-78, 88, 89, 91, 93]
PCR-SSCP [50, 67, 74, 100]
PCR-RFLP/ARDRA [48]
T-RFLP [28, 48, 51, 64, 84]
RISA/ARISA [36, 81]
Regiony mikrosatelitarne | [36, 49]

na dwie grupy: oparte na technikach biochemicznych
oraz oparte na technikach molekularnych (tabela I).
Typowe badania roznorodno$ci obejmuja wzgledna
réznorodno$¢ populacji spowodowang przez stres, za-
ktécenie warunkéw Srodowiskowych i inne czynniki
biotyczne i abiotyczne [27, 65]. Trudno jest jednak,
wykorzystujac dostgpne tradycyjne techniki, badac rze-
czywista roznorodnosé, jesli nie wiemy co jest obecne
w probcee 1 nie znamy sposobu okreslenia odpowiedniej
metody ekstrakcji czy detekcji. Czesto badacze probuja
ograniczy¢ informacje zgromadzone przez badanie
réznorodnosci do odrgbnych, numerycznych pomia-
roéw, takich jak indeksy réznorodnoéci [36]. Analiza §ro-
dowiska glebowego pod wzgledem obecnosci mikro-
organizméw saprofitycznych i patogennych jest jednym
z podstawowych narzedzi kontroli bezpieczenstwa i ja-
kosci gleb. Dotychczas najczeéciej stosowane w mikro-
biologii gleby metody identyfikacji mikroorganizmow
opieraja si¢ na czasochtonnych i pracochtonnych tech-
nikach posiewu, tj. zliczaniu kolonii mikroorganizméow
wzrastajacych na nieselektywnych i selektywnych pod-
lozach. Przedstawione argumenty przemawiaja za ko-
niecznos$cia stosowania w badaniach §rodowiska glebo-
wego takich metod diagnostycznych, ktore precyzyjnie
i w krotkim czasie oceniaja stan drobnoustrojow wy-
stepujacych w glebie [40, 44, 60].

3. Badania réznorodnosci mikrobiologicznej
oparte na analizach biochemicznych

Wigkszos$¢ opisanych metod jest przydatna zar6wno
w badaniach bakterii, jak i grzybow, chociaz sa rowniez
techniki specyficzne dla jednej z tych grup mikro-
organizmow.

Tradycyjna metoda wykorzystywana w badaniach
roznorodnosci jest uzywanie selektywnych podtozy

i posrednie liczenie odrgbnych kolonii wyrostych na
pozywkach w wyniku inkubacji w odpowiednich
warunkach. Te metody sa szybkie, niedrogie i moga
dostarczy¢ informacji o aktywnosci heterotroficznych
drobnoustrojow wchodzacych w sktad danej populacji.
Ograniczeniem jest badanie bakterii i spor wyizo-
lowanych z czasteczek gleby i biofilmow, ze wzgledu
na wzrost na selektywnych podtozach, warunki wzro-
stu (temperatura, $wiatto, pH), niemozliwos¢ wyhodo-
wania duzej liczby gatunkow bakterii i grzybow obec-
nymi technikami oraz potencjalnie hamujace dziatanie
jednych kolonii na inne, jak tez nadmierny ich rozrost
[30, 80]. Ponadto wzrost na plytkach preferuje mikro-
organizmy szybko rosnace, ktore przez wytwarzanie
duzej liczby spor przyczyniaja si¢ do zakazania po-
dloza. Wszystkie te ograniczenia moga wptywaé row-
niez na réznorodnos¢ populacji mikroorganizmow.

W badaniach réznorodnosci mikrobiologicznej wy-
korzystywana jest technika zwana profilowaniem
fizjologicznego poziomu populacji (CLPP — commu-
nity level physiological profiling), polegajaca na wy-
korzystaniu réznorodnych zrodet wegla przez mikro-
organizmy (SSCU — sole karbon source utilization
patterns). Garland 1 Mills [19] rozwingli ta
metodg, wykorzystujaca 96-dotkowe mikroplytki do
oceny potencjalnej roznorodno$ci funkcjonalnej popu-
lacji bakterii poprzez jednoczesne metabolizowanie
wielu zroznicowanych zrodet wegla. W testach firmy
Biolog dostepne sa ptytki Gram-ujemne (GN) i Gram-
dodatnie (GP), kazda zawiera 95 dotkow z roézny-
mi zrodlami wegla i 1 dotek kontrolny bez substratu.
Plytki GN i GP byly pierwotnie wykorzystywane do
charakterystyki bakterii wyizolowanych z materialu
klinicznego, nie do analizy populacji drobnoustrojow
wystepujacych w probkach srodowiskowych. Jednak
firma Biolog wprowadzita tzw. ,,Eco-plates” — plytki
do badan $rodowiskowych [9], zawierajace 3 pow-
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torzenia 31 réznych, istotnych srodowiskowo zrodet
wegla 1 1 dotek kontrolny dla kazdego powtorzenia.
Zrédha wegla nie wystepujace w ptytkach GN sa na-
stepujace: D-celobioza, D-xyloza, kwas maleinowy,
L-arginina, kwas 2-hydroksybenzoesowy i 4-hydro-
ksybenzoesowy. Wykaz wszystkich 31 zrodet wegla
wystgpujacych w plytkach ,,Eco-plates” przedstawiony
jestwpracy Choi i Dobbs [9]. Alternatywa jest
rowniez mozliwo$¢ uzywania przez badaczy ptytek
zawierajacych odpowiednia pozywkg i sole tetrazolio-
we z firmy Biolog tacznie z dodawanym miejscowo
specyficznie zrodtem wegla dla badania probek $ro-
dowiskowych [36]. Sole tetrazoliowe zmieniaja barwe
w momencie gdy substrat jest metabolizowany. Kiedy
okazalo si¢, ze wiele gatunkow grzybow nie byto zdol-
nych do redukcji soli tetrazoliowych wprowadzono
plytki specyficzne dla grzyboéw (SFN2 i SFP2), ktore
zawieraja te same substraty co plytki GN i GP, ale bez
soli tetrazoliowych [10]. Po wprowadzeniu inokulum
na ptytke mikroorganizmy sa caly czas monitorowa-
ne odnosnie zdolnosci do wykorzystania substratow
i szybkosci, z ktora ten substrat wykorzystuja. Wyko-
rzystanie wielowymiarowej analizy do opracowania
otrzymanych wynikow jest przydatne w celu oszaco-
wania roéznic wystepujacych w funkcjonalnej rézno-
rodno$ci pomigdzy probkami glebowymi.

Metoda moze by¢ z powodzeniem wykorzystywana
do badania potencjalnej réznorodno$ci metabolicznej
populacji mikroorganizméw §rodowisk zanieczyszczo-
nych [13, 97], ryzosfery roslin [23], gleb poddanych
dziataniu herbicydow [16] oraz metali cigzkich [3].
Roling iwsp. [71] uzywali systemu Biolog tacznie
z badaniami DGGE (patrz dalej) do badania populacji
mikroorganizméw beztlenowych w warstwie wodonos-
nej. Wykazali, ze polaczenie tych dwdoch metod po-
zwolito wydzieli¢ populacje mikroorganizmow z zanie-
czyszczonej warstwy wodono$nej ponizej sktadowiska
odpadow. Badania przeprowadzone przez Zhang
i wsp. [96] wykazaly przydatno$¢ metody Biolog w
ocenie struktury mikroorganizmow gleb nawadnianych
wodami poscielowymi. E1 Fantroussi i wsp.
[16] uzywali ptytek Biolog w potaczeniu z technika
DGGE do badania wptywu réznych herbicydow na
populacje glebowych mikroorganizméw. Okazato sig,
ze roznorodnos¢ gleby obnizala si¢ wraz z zastosowa-
niem herbicydow. Natomiast Insam i Goberna
[32] opracowali zmodyfikowane procedury dotyczace
zastosowania CLPP w badaniach probek srodowis-
kowych. System Biolog dziata na podobnej zasadzie
jak testy API, w ktorych dostgpne sa paski z roznymi
zrodtami wegla.

Podsumowujac, system Biolog dostarcza profilu
poziomu fizjologicznego populacji (CLPP) lub profilu
metabolicznego populacji bakterii i grzybdéw zdolnych
do wykorzystania specyficznych zrodet wegla. Po-

réwnanie z bazami danych tatwo dostarcza informacji
o danym drobnoustroju i pozwala na jego szybka iden-
tyfikacjg. Metoda ta umozliwia zréznicowanie pomig-
dzy populacjami mikroorganizmoéw, jest stosunkowo
fatwa w uzyciu, powtarzalna i dajaca duza liczbg wyni-
kéw odzwierciedlajacych metaboliczng charakterysty-
ke populacji [95]. Ograniczeniem profilowania metabo-
licznego jest fakt, ze metoda ta przeznaczona jest dla
charakterystyki mikroorganizméw zdolnych do wzro-
stu w warunkach eksperymentalnych i odzwierciedla
potencjalng réznorodno$¢ metaboliczna, nie in situ.
Ponadto zrodla wegla wystepujace w systemie Biolog
nie zawsze musza odpowiada¢ zrodtom wegla obecnym
w badanej probce [94]. Pomimo pewnych niedogod-
no$ci CLPP jest technika uzyteczna w przypadku bada-
nia funkcjonalnej réznorodnos$ci gleb facznie z innymi
metodami badawczymi.

Metoda biochemiczna, ktora nie jest oparta na ho-
dowli mikroorganizméw jest analiza estrow metylo-
wych kwasow tluszczowych (FAME — fatty acid
metyl ester analysis). Metoda ta dostarcza informacji
o skladzie populacji mikroorganizméw w oparciu
o grupowanie kwasow thuszczowych [31]. Zawartosé
kwasow tluszczowych w biomasie komorkowej jest
stosunkowo stala i zapis kwasow ttuszczowych wy-
stegpujacych w komorkach moze réznicowaé glowne
grupy taksonomiczne wystgpujace w populacji. Zmia-
ny w profilu kwaséw thuszczowych moga odpowiadaé
zmianom w populacji mikroorganizméw. Technika ta
byla wykorzystywana do badan sktadu populacji gle-
bowych mikroorganizméw i ich zmian pod wptywem
czynnikow chemicznych [35] oraz praktyki rolniczej
[31]. W analizie FAME kwasy tluszczowe sa ekstra-
howane z gleby, metylowane i analizowane z wyko-
rzystaniem chromatografu gazowego. Profile FAME
réznych gleb moga by¢ porownywane z wykorzys-
taniem analizy wielowymiarowej. Metoda ta umozli-
wia wychwycenie zmian w sktadzie populacji bakterii
i grzybow, jak réwniez umozliwia wskazanie zapisu
kwasow thuszczowych dla ré6znych grup mikroorganiz-
moéw. Ibekwe 1 Kennedy [31] wykorzystywali
analize kwaséw tluszczowych (PLFA) i CLPP do ba-
dan populacji mikroorganizméw w ryzosferze ro$lin
uprawnych. Wyniki otrzymane tymi technikami kore-
spondowaly ze soba. Badania Zhang i wsp. [96]
wykazaly przydatnos¢ FAME w ocenie struktury po-
pulacji gleb nawadnianych $cickami. Analiza FAME
byla réwniez wykorzystywana w analizie populacji
mikroorganizméw w glebach nawozonych gnojowica
i obornikiem [43]. Analiza populacji mikroorganiz-
moéw z wykorzystaniem tej techniki obejmowata row-
niez gleby w roznych systemach uzytkowania [1],
gleby zanieczyszczone odpadami zawierajacymi kadm
[33] i metalami cigzkimi [39] oraz ryzosfer¢ roznych
gatunkow traw [17].
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Chociaz analiza FAME jest jedna z metod badania
réznorodno$ci mikroorganizmow, posiada ona szereg
wad, zwlaszcza w odniesieniu do badan catych popula-
cji mikroorganizméw. W badaniach grzyboéw minimal-
na ilo$¢ spor wykorzystywana w badaniach waha si¢
od 120 do 150. Kolejnym ograniczeniem metody jest
fakt, ze zawarto$¢ kwasow thuszczowych w komorkach
moze ulega¢ zmianom pod wplywem réznych czyn-
nikow, takich jak temperatura, dostgpne sktadniki
odzywcze, mozliwos¢ wystapienia innych organiz-
moéw o identycznych profilach FAME [22]. Ponadto
odrgbna analiza kwaséw thuszczowych nie moze by¢
uzywana do specyficznego okres§lania gatunku, po-
niewaz te same kwasy tluszczowe moga pojawié si¢
u wigcej niz jednego gatunku mikroorganizmu [5].

4. Badania réznorodnos$ci mikroorganizmow
oparte na metodach molekularnych

W ostatnich latach nastapil intensywny rozwoj ba-
dan z zakresu molekularnej r6znorodnos$ci mikroorga-
nizmoéw. W zwiazku z tym rozwijane sa rdzne techniki
oparte o ekstrakcj¢ kwaséw nukleinowych i adap-
towane do badan $rodowiska glebowego. Techniki te
obejmuja: rozdziat DNA, hybrydyzacj¢ DNA-DNA
i mRNA-DNA, klonowanie DNA, sekwencjonowanie
i inne oparte na metodzie tancuchowej reakcji polime-
razy (PCR — polimerase chain reaction), takie jak elek-
troforeza w gradiencie zelu denaturujacego — DGGE
(denaturing gradient gel electrophoresis) i elektrofo-
reza w gradiencie temperatury — TGGE (temperature
gradient gel electrophoresis), analiza rybosomalnych
sekwencji miedzygenowych RISA (ribosomal inter-
genic spacer analysis) i ARISA (automated riboso-
mal intergenic spacer analysis) [27, 30, 81]. W pracy
Robego iwsp. [70] przedstawiono natomiast prze-
glad metod ekstrakcji DNA z gleby.

Zawarto$¢ par zasad guaniny i cytozyny (G+C)
byta elementem molekularnej charakterystyki mikro-
organizméw najwczesniej zastosowanym w taksonomii.
Roéznice w zawarto$ci guaniny i cytozyny (G+C)
w DNA moga by¢ wykorzystywane rowniez do bada-
nia r6znorodnosci populacji bakterii w $rodowisku
glebowym [62]. Technika ta oparta jest na wiedzy,
ze mikroorganizmy posiadaja r6zna zawartos¢ G+C, co
pozwala zréznicowaé¢ drobnoustroje taksonomicznie
[83]. Metoda ta dostarcza jednak tylko ogodlnego po-
ziomu rozktadu, jako Ze rdézne grupy taksonomiczne
moga posiada¢ taka sama zawarto§¢ G+C. Podczas
gdy rozna zawarto§¢ G+C $wiadczy o braku pokre-
wienstwa badanych szczepow (réznica wigksza niz 5%
nie pozwala zaliczy¢ szczepoéw do jednego gatunku), to
wartosci zblizone, a nawet identyczne nie moga by¢
jedynym kryterium $wiadczacym o ich pokrewien-

stwie, moga by¢ bowiem przypadkowe. Zaleta analizy
G+C jest fakt, ze nie jest to metoda zalezna od tech-
niki PCR, zawiera caty wyekstrahowany DNA, jest
ilosciowa 1 moze stuzy¢ do wykrywania rzadkich
gatunkéw w populacjach mikroorganizmoéow. Jednak
wymaga ona duzej ilo§ci DNA (do 50 pg) [62, 83].
Nusslein i Tiedje [62] uzywali parametru
G+C lacznie z technika ARDRA (amplified ribosomal
DNA restriction analysis) i analiza sekwencjonowania
rDNA do badania réznorodnosci mikrobiologicznej
gleb lesnych i pastwisk. Wszystkie metody wykazaty
istotny wptyw roslin na ksztattowanie si¢ populacji
mikroorganizmow w srodowisku glebowym.
Rozdziat i hybrydyzacja DNA jest pomiarem wy-
korzystywanym w kompleksowej ocenie genetyczne;j
réznorodnosci populacji mikroorganizmow [87]. Catko-
wity DNA jest ekstrahowany z probek srodowisko-
wych, oczyszczany, denaturowany i nastgpnie taczony
na zasadzie komplementarnos$ci zasad. Natgzenie hy-
brydyzacji zalezy od podobienstwa obecnych sekwen-
cji. Jezeli roznorodno$¢ sekwencji DNA wzrasta, nate-
zenie z ktorym nastepuje wiazanie DNA obniza si¢ [82].
Podobienstwo pomigdzy populacjami z roéznych probek
moze by¢ badane przez pomiar stopnia podobienstwa
DNA z wykorzystaniem kinetyki hybrydyzacji [26].
Hybrydyzacja kwasow nukleinowych oparta na spe-
cyficznych sondach jest waznym ilo$ciowo i jakoscio-
wo narzedziem w badaniach z zakresu ekologii mole-
kularnej bakterii [82]. Technika hybrydyzacji kwasow
nukleinowych moze by¢ wykorzystywana w badaniach
nad DNA i RNA wyekstrahowanym z prébek oraz
technika stosowana in situ. Sondy oligo- lub polinukle-
otydowe zawieraja sekwencje specyficzne dla danego
organizmu. Kwas nukleinowy petniacy role sondy
genetycznej jest znakowany barwnikiem fluorescen-
cyjnym (fluoresceina lub rodamina). Hybrydyzacja ilos-
ciowa jest uzywana do badan wybranych grup mikro-
organizmo6w. Probka jest lizowana, aby uwolni¢ kwasy
nukleinowe. Nastepnie wprowadzane sa sondy wykazu-
jace homologie do unikatowych sasiadujacych ze soba
regionow tej samej czasteczki rRNA testowanego orga-
nizmu [36]. Hybrydyzacja moze przebiegac rowniez na
poziomie komérkowym i1 moze by¢ przeprowadzana
in situ. Umozliwia to okreslenie rozmieszczenia mikro-
organizméw w §rodowisku. Tradycyjnie, do znakowa-
nia sond oligonukleotydowych uzywane byly radio-
aktywne izotopy, ale obecnie coraz czgsciej sondy sa
znakowane fluorescencyjnie. Metoda opiera si¢ na
utrwaleniu i permeabilizacji, hybrydyzacji, usunigciu
niespecyficznie zwiazanych sond i analizie mikrosko-
powej wybarwionych komoérek w mikroskopie fluores-
cencyjnym, skaningowym lub cytometrze przeptywo-
wym. Metoda ta, zwana hybrydyzacja fluorescencyjna
in situ (FISH — fluorescent in situ hybridization) byta
wykorzystywana do badan nad przestrzennym roz-
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mieszczeniem bakterii w biofilmach [75]. Ogranicze-
niem FISH w badaniach probek srodowiskowych jest
niska czulosci metody. Gtownymi czynnikami limitu-
jacymi detekcj¢ komorek bakterii metoda FISH sa:
mala zawarto$¢ rybosomow w komorce bakteryjne;j,
specyficznos¢ i dostepnos¢ sondy do wybranego re-
gionu rRNA oraz niekompletna permeabilizacja §ciany
komorkowej niektorych drobnoustrojoéw, utrudniajaca
penetracj¢ sondy do wngtrza komorki [15, 46].

Od niedawna hybrydyzacja DNA-DNA jest uzy-
wana lacznie z mikromacierzami DNA w wykrywaniu
1 identyfikacji gatunkow bakterii [8] oraz w badaniach
roznorodno$ci mikroorganizméw [25]. Mikromacierze
roznego typu maja wiele zastosowan, z ktorych naj-
czestsze to badanie ekspresji genow [73]. Dzigki mi-
niaturyzacji mozliwe jest jednoczesne badanie wielu
genow w probee. Podstawowa zasada mikromacierzy
jest, jak w tradycyjnej hybrydyzacji, komplementarnos¢
kwaséw nukleinowych. Probke kwasu nukleinowego
znakuje si¢ fluorescencyjnie i hybrydyzuje z mikro-
macierza. Czasteczki wyznakowanego kwasu nuklei-
nowego wiaza si¢ do komplementarnych sekwencji.
Intensywno$¢ sygnatu dla poszczego6lnych sond mikro-
macierzy jest proporcjonalna do ilo$ci kwasu nuklei-
nowego o danej sekwencji w probce [8]. Na og6t
mikromacierze sa konstruowane przez wiazanie dzie-
siatkow tysigcy oligonukleotydow to szklanej lub nylo-
nowej membrany, ktora jest nastepnie hybrydyzowana
[63]. Typowy eksperyment wykorzystujacy mikroma-
cierze obejmuje:

— otrzymanie sond DNA oraz ich umieszczenie na

podtozu,

— izolacjg i wyznakowanie proby z materialu bio-

logicznego, ktoéry ma zostac¢ scharakteryzowany,

— hybrydyzacje¢ proby (prob) do sond DNA znaj-

dujacych si¢ na mikromacierzy,

— zebranie i analizg wynikow hybrydyzacji [7, 34].

Mikromacierze DNA sa narzedziem, ktére moze
by¢ z wysoka dokladnoscia wykorzystywane w wy-
krywaniu bakterii i w badaniach ich réznorodnosci,
poniewaz pojedyncza macierz moze zawierac tysiace
sekwencji DNA [8, 99]. Mikromacierze moga zawie-
ra¢ specyficzne geny — tarcze, takie jak reduktaza azo-
tanowa, nitrogenaza, aby dostarczy¢ informacji o funk-
cjonalnej réznorodnosci lub moga zawiera¢ probki
srodowiskowe — ,,standarty” (fragmenty DNA — mniej
niz 70% hybrydyzacji) reprezentujace rézne gatunki
wystepujace w probkach srodowiskowych [25]. Mikro-
macierze byly wykorzystywane do analizy populacji
mikroorganizmoéw w glebach zanieczyszczonych. Wy-
korzystanie tej techniki jest mozliwe do detekcji naj-
bardziej licznych gatunkéw [24].

Podstawowa wada, ktora nalezy dopracowac jest
standaryzacja metody. Nie ustalono jeszcze jak prze-
ksztalci¢ obserwacje poczynione za pomoca mikroma-

cierzy w proste, powtarzalne testy. Mozna stwierdzi¢,
ze wszystkie wady i zalety mikromacierzy DNA wy-
ptywaja z tej samej ich wlasciwosci — sa one Zrodlem
olbrzymiej ilo$ci bardzo ztozonych danych, ktérych
analiza moze dostarczy¢ wielu informacji, jednak jest
ona niezwykle skomplikowana [25, 98].

Badania réznorodnos$ci mikroorganizméw Srodowi-
ska glebowego czgsto sa oparte na technice tancucho-
wej reakcji polimerazy. Technika PCR 16S rDNA jest
uzywana do badan réznorodnosci mikroorganizmow
prokariotycznych i pozwala zidentyfikowa¢ drobno-
ustroje, jak tez przewidziec ich relacje filogenetyczne
[66]. Regiony 18S rDNA i ITS (internal transcribed
spacer — wewngtrzne migdzygenowe sekwencje) sa
z kolei uzywane do badan populacji grzybow — mikro-
organizméw eukariotycznych. Jakkolwiek, dostgpnos¢
baz danych, w ktorych skatalogowane sa mikroorga-
nizmy eukariotyczne nie jest tak rozbudowana, jak dla
prokariotow [68].

Poczatkowo metody oparte na technikach moleku-
larnych w badaniach ekologicznych oparte byty o klo-
nowanie fragmentéw genéw wyizolowanych z probek
srodowiskowych [55]. Chociaz sekwencjonowanie
stato sig¢ juz metoda rutynowa sekwencjonowanie tysig-
cy klonow jest nieefektywne i skomplikowane. Dlatego
tez w ostatnich latach rozwingto si¢ wiele innych tech-
nik wykorzystywanych w badaniach ré6znorodnosci po-
pulacji mikroorganizméw w Srodowisku. W metodach
tych DNA jest ekstrahowany z probek srodowisko-
wych i oczyszczany. Regiony DNA (168, 188, ITS) sa
amplifikowane z wykorzystaniem uniwersalnych lub
specyficznych starteréw, a produkty amplifikacji sa roz-
dzielane w r6zny sposob.

Elektroforeza w gradiencie zelu denaturujacego
(DGGE) i elektroforeza w gradiencie temperatury
(TGGE) sa to dwie podobne metody badania rézno-
rodnos$ci mikrobiologicznej. Techniki te byly pierwot-
nie stworzone do wykrywania mutacji punktowych
w DNA. Muzyer i wsp. [56] rozwingli metode
DGGE do badan réznorodnosci genetycznej mikroor-
ganizmow. DNA jest ekstrahowny z probek glebowych
i amplifikowany z uzyciem PCR wykorzystujac uni-
wersalne startery dla fragmentow 16S lub 18S sekwen-
cji rRNA. Koniec 5’ przedniego startera zawiera klam-
ry w postaci 3540 par zasad GC, aby zabezpieczy¢
przynajmniej czgs¢ DNA przed denaturacja, pozosta-
wiajac w formie podwojnie skrgconej. Jest to koniecz-
ne do rozdzielenia w Zelu poliakrylamidowym o wzra-
stajacym gradiencie st¢zenia denaturantow (formamid
i mocznik) DNA w formie podwdjnej helisy [36].

W elektroforezie w gradiencie zelu denaturujacego
moga by¢ rozdzielane fragmenty DNA o tej samej dtu-
gosci, ale z réznymi sekwencjami par zasad. Rozdziat
w DGGE jest oparty na mobilnosci elektroforetycz-
nej czasteczek dsDNA w zelu poliakrylamidowym
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zawierajacym wzrastajacy liniowo gradient denaturu-
jacy DNA (mocznik i formamid), ktory jest obnizony
w poréwnaniu z kompletnie helikalng forma tych mole-
kut. Odcinki par zasad z identyczna temperatura topnie-
nia sa nazwane domenami topnienia. Domeng topnie-
nia z najnizsza temperatura topnienia wiaze temperatura
topnienia (Tm) w odpowiedniej pozycji w gradiencie
denaturujacego zelu (DGG), pojawia si¢ przejscie
z helikalnych do czg$ciowo stopniatych molekut i mi-
gracja molekut jest praktycznie zatrzymana. Rozne se-
kwencje z takimi domenami z powodu ich temperatury
topnienia roznia si¢. Rozne sekwencje poszczegolnych
fragmentow moga dlatego zatrzymaé si¢ w roéznych
pozycjach w denaturujacym gradiencie zelu i od tej
chwili moga by¢ rozdzielone efektywnie w DGGE
[56, 58]. Wykorzystujac te badania 50% sekwencji
moze by¢ wykryta we fragmentach DNA powyzej
500 par zasad. Tam procent moze wzrosna¢ nawet do
100% przy wzroscie sekwencji bogatych w pary GC,
ktore maja domeny wysokotemperaturowego topnie-
nia. Zwigkszenie ilo$ci par GC mozna wykonaé przez
klonowanie lub przez PCR. Sa 2 r6zne typy gradientu
zelu denaturujacego: prostopadly (pionowy) i rowno-
legly (poziomy) zel. Zel prostopadly ma gradient dena-
turacji wzrastajacy z lewej strony do prawej i prosto-
padly do kierunku elektroforezy. Probki sa naktadane
z jednej strony na catej szerokos$ci 1 nastgpuje elektro-
foreza przez ok. 3 godziny. Po wybarwieniu zelu
bromkiem etydyny i transiluminacji w §wietle UV,
wzor elektroforezy widzimy jak krzywa sigmoidalna.
Czasteczki DNA z lewej strony Zelu, gdzie kumulacja
denaturantéw jest niska, beda migrowaty jako podwoj-
ny splot DNA. Z drugiej strony zelu, gdzie koncentra-
cja denaturantéw jest wysoka, molekuty rozdzielaja
sig tak szybko, jak wchodza na zel i dlatego zatrzymu-
ja sig bezposrednio po zetknigciu z zelem. W posred-
niej koncentracji denaturantoéw molekuty maja rézne
stopnie topnienia i r6zna mobilno$¢. Roéwnolegly
gradient Zzelu ma wzrastajacy gradient denaturantow
z gory do dotu, réwnolegty do kierunku elektroforezy.
Jest on uzywany do analizy wielu probek na tym sa-
mym zelu [54, 59].

Oprocz detekcji mutacji w wyizolowanych frag-
mentach genéw DNA zamplifikowanych w PCR, tech-
nika DGGE moze by¢ uzywana do analizy genomo-
wego DNA organizméw z genami o wielko$ci 1 min
par zasad. Z tego powodu DNA jest trawione na frag-
menty z uzyciem enzymow restrykcyjnych. Analiza
DGGE zamplifikowanych fragmentow 16S rDNA
z roznych populacji mikroorganizmow daje obecnosé
kilku rozpoznawalnych (dajacych si¢ odréznié¢) praz-
kéw (od 5 do 10) w oddzielnych wzorach, ktore byly
najbardziej odpowiednio wywodzace si¢ z dominuja-
cych wczeséniej gatunkéw z tych populacji [54].

Wykorzystanie DGGE do analizy
populacji grzybow

Grzyby stanowia fizjologicznie i genetycznie roz-
norodng grupe¢ organizmow odgrywajacych rozne role
w funkcjonowaniu ekosystemu, tacznie z obiegiem
biogenow w przyrodzie, aktywnoS$cia patogeniczna,
wiasciwo$ciami podnoszacymi wzrost ro$lin, degrada-
cja ksenobiotykow. Pomimo udokumentowanego po-
chodzenia grzybow i ich waznosci w procesach w eko-
systemie malo jest wiadomo o dynamice ich populacji,
strukturze i r6znorodnosci. Przemawia to za podjgciem
badan nad dynamika populacji grzybow. Tak jak
w przypadku innych mikroorganizméw, wiele grzy-
béw trudno jest zidentyfikowaé uzywajac tylko cha-
rakterystyki morfologicznej i metabolicznej. Badania
populacji grzybow do tej pory byly prowadzone gtow-
nie w oparciu o identyfikacj¢ gatunkow rosnacych na
specyficznych podlozach. Chociaz te techniki moga
wykrywa¢ wiele waznych gatunkow grzybow, czesto
prowadzenie badan w czystych kulturach zajmuje
bardzo duzo czasu [38].

W ostatnich latach nastapit znaczny postgp w eko-
logii mikroorganizméw i ich taksonomii wskutek
rozwoju metod opartych na analizie kwasoéw nuklei-
nowych, np. analizie genéw rRNA. Analiza matych
podjednostek rRNA réznych organizméw ma duze
znaczenie w filogenetycznej klasyfikacji. Detekcja
fragmentow gendw SSU rRNA przez PCR byla tez
taczona z technikami elektroforezy w gradiencie zelu
(D/TGGE). Tylko w ostatnich latach mikolodzy za-
uwazyli mozliwo$¢ obecnosci technologii PCR i ana-
lizy rRNA do detekcji i charakterystyki grzybow i po-
pulacji grzybow. Czutos¢ metody PCR pozwala na
szybka detekcje waznych patogenow roslin [29]. Cho-
ciaz taka analiza moze odnie$¢ duzy sukces w identy-
fikacji patogenéw bez wczesniejszej hodowli w wa-
runkach laboratoryjnych, zwykle prowadzi si¢ takze
badania w poréwnaniu z zastosowaniem metod kon-
wencjonalnych. Grzybowe rDNA z Ascomycetes, Ba-
sidiomycetes, Zygomycetes 1 Chytridiomycetes moze
by¢ pozyskiwane i analizowane z wykorzystaniem
odpowiednich primeréw w reakcji PCR. Badanie se-
kwencji 18S rDNA pozwala na uzyskanie informacji
o grzybach i pozwala na charakterystyke izolatow.
Mozliwe jest tez wyizolowanie grzybowego DNA z ko-
rzeni ro§lin. Mieszanka produktéw PCR jest rozdzie-
lana w zelu poliakrylamidowym z wykorzystaniem
techniki DGGE, a gltéwne prazki moga by¢ poddane
oczyszczeniu i sekwencjonowaniu. Analiza filogenetycz-
na pozyskanego DNA moze by¢ uzyta przynajmniej
do cze$ciowej identyfikacji dominujacych grzybow w
zaleznos$ci od kompletnosci 18S rDNA w bazach da-
nych [47]. Teoretyczne i praktyczne aspekty DGGE zo-
staly przedstawione w pracy Muyzera iwsp. [54].
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sLZagniezdzone” PCR — analiza
grzybowego 18S rDNA z korzeni

Porownanie sekwencji grzybowego rDNA moze
by¢ wykryte przez zastosowanie potencjalnych starte-
row PCR i amplifikacje 18S rRNA. Niefortunnie, pary
primeréw NS1/NS8, ktore sa zidentyfikowane jako
bardziej specyficzne dla grzybow powoduja 1,7 kb
fragmenty w wyniku PCR, ktore sa zbyt duze dla ana-
lizy DGGE. Dlatego w takim wypadku konieczne jest
zastosowanie strategii ,,zagniezdzonego” PCR (nested
PCR), w ktorym pierwszy krok obejmuje amplifikacje
genu 18S rRNA, a drugi produkcj¢ fragmentéw od-
powiedniej dtugosci dla DGGE przez dodatek par GC
na koncach fragmentow [38].

TGGE wykorzystuje te same reguty jak DGGE
z wyjatkiem gradientu temperatury zamiast chemicz-
nych denaturantow [36].

DGGE/TGGE maja swoje zalety ze wzgledu na rze-
telno$¢, wiarygodnos$¢, powtarzalno$¢, szybkos¢ i nie
sa to metody drogie. Wiele probek moze by¢ anali-
zowanych jednoczesnie wskazujac mozliwo$s¢ zmian
w populacjach mikroorganizmow [57].

Ograniczeniem DGGE/TGGE jest przygotowywa-
nie probek i rozne metody ekstrakcji DNA [82]. Zba-
dano, ze DGGE moze wykry¢ tylko gatunki dominuja-
ce obecne w probkach srodowiskowych [53]. Ponadto,
fragmenty DNA réznych sekwencji moga charaktery-
zowacé si¢ podobna mobilnoscia w zelu poliakrylami-
dowym. Dlatego 1 prazek niekoniecznie musi repre-
zentowaé 1 gatunek [20] i 1 gatunek bakterii moze
réwniez przyczynia¢ si¢ do powstania kilku prazkow
z powodu kilku gendéw 16S rRNA z niewiele rdznia-
cymi si¢ sekwencjami [52].

DGGE/TGGE byty uzywane do badania r6znorod-
nosci bakterii 1 grzybow w ryzosferze [77, 78], w glebie
poddanej dziataniu antropogenicznych chemikaliow
[93], w glebach uprawnych [11, 89], pastwiskowych
[88] oraz le$nych [2]. Znane sa réwniez badania po-
pulacji bakterii w glebach zanieczyszczonych metala-
mi ci¢zkimi [69, 91], herbicydami [76] oraz fungicy-
dami [4]. Analiza populacji — poziomu genetycznego
odcisku palca, pochodzacego ze wzoru prazkoéw otrzy-
manego technika DGGE lub TGGE jest analizowana
w badaniach réznorodno$ci w oparciu o liczbg praz-
kéw, intensywnos¢ DNA prazkow oraz podobienstwo
migdzy obiektami. Specyficzne prazki DGGE/TGGE
moga by¢ wycigte z zelu i poddane re-amplifikacji
i sekwencjonowaniu lub przetransponowaniu na mem-
brang i hybrydyzacji ze specyficznymi starterami, aby
uzyska¢ wigcej informacji z zakresu strukturalnej
i funkcjonalnej r6znorodnosci [82]. Wykorzystujac se-
kwencjonowanie prazkow mozna otrzymaé informa-
cje o specyficznych mikroorganizmach wystgpujacych
w populacji. Nicolaisen i Ramsing [61] za-

stosowali technik¢ DGGE do badan ré6znorodnosci
bakterii nitryfikacyjnych wystgpujacych w osadach
sciekowych, natomiast Kurola i wsp. [42] w bada-
niach réznorodnosci tej grupy bakterii w glebach za-
nieczyszczonych olejem z przemystu rafineryjnego.
Znane sa rowniez badania genéw takich jak mono-
oxygenaza metanowa prowadzone z wykorzystaniem
techniki PCR-DGGE [37] oraz wykorzystujace ta me-
tode do monitorowania zmian w skladzie populacji
bakterii metanogennych w glebie uprawnej [92]. Ba-
dania Sakurai iwsp.[72] obejmowaly oceng zmian
populacji bakterii proteolitycznych pod wptywem
nawozenia organicznego i mineralnego w ryzosferze,
z wykorzystaniem analizy gen6w kodujacych aktyw-
no$¢ proteolityczna (apr i npr) technika elektroforezy
w gradiencie zelu denaturujacego.

Badania z tego zakresu dostarczaja informacji o roz-
norodnosci specyficznych grup mikroorganizméw wcho-
dzacych w sktad populacji oraz definiowaniu ich funk-
cji, takich jak: zanieczyszczenia czy degradacja [36].

Inng technika oparta na rozdziale elektroforetycz-
nym prazkow o réznych sekwencjach DNA jest poli-
morfizm konformacji jednoniciowych tancuchow DNA
(SSCP - single stand conformation polymorphism).
Podobnie jak technika DGGE/TGGE, technika ta byta
pierwotnie wykorzystywana do detekcji mutacji punk-
towych w DNA. Pojedynczo-skrgcone DNA jest roz-
dzielane w zelu poliakrylamidowym w oparciu o rézna
mobilno$¢ spowodowana przez ich pofaldowana struk-
ture II-rzedowa [45].

Kiedy fragmenty DNA sa tego samego rozmiaru
i denaturanty nie sa obecne, pofatdowanie i mobilnosé
beda zalezaty od sekwencji DNA. SSCP ma te same
ograniczenia co DGGE. Rowniez pojedynczo-skrg-
cone DNA moze formowac¢ wigcej niz 1 stabilng kon-
formacje. Dlatego 1 sekwencja moze by¢ prezento-
wana przez wigcej niz 1 prazek widoczny na zelu
[83]. Jakkolwiek stosowanie klamr GC nie jest wazne
w tej technice [79]. SSCP bylo uzywane do pomiaru
zjawiska sukcesji populacji bakterii [67], réznorod-
nosci populacji ryzosfery [74], zmian w populacji
bakterii w beztlenowych bioreaktorach [100] oraz
w badaniach nad wplywem uprawy gleby stepowej na
populacje grzybow [50].

Polimorfizm dlugosci fragmentdéw restrykcyjnych
(RFLP — restriction fragment length polymorphism),
znany takze jako analiza restrykcyjna powielonego
rDNA (ARDRA) jest inna technika uzywana do badan
roznorodnos$ci mikrobiologicznej opartej o polimor-
fizm DNA. Istota metody jest amplifikacja (PCR) re-
gionu DNA o znanej i specyficznej dla danego gatunku
sekwencji nukleotydowej. Jako cel molekularny wy-
bierane sa najczgsciej geny specyficzne dla danego ga-
tunku drobnoustroju. Nastgpnie produkty reakcji PCR
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poddawane sa trawieniu enzymami restrykcyjnymi,
dobranymi w oparciu o znajomo$¢ sekwencji powie-
lonego DNA. Dzigki temu mozna wykry¢ charaktery-
styczny dla badanego drobnoustroju polimorfizm dhu-
gosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP), wykrywany
metoda elektroforezy zelowej [41]. Technika RFLP
byla uzywana do badania struktury populacji mikro-
organizméw. Metoda ta jest rowniez uzywana do de-
tekcji strukturalnych zmian w populacjach mikroorga-
nizmow, ale nie pomiaréw réznorodnosci lub detekcji
specyficznych grup filogenetycznych [48].

Wzér prazkow w zréznicowanych populacjach staje
sig zbyt skomplikowany do analizy z uzyciem tej tech-
niki, poniewaz 1 gatunek moze mie¢ od 1 do 4 frag-
mentow restrykcyjnych. By¢ moze uzycie 6-zasado-
wych enzymow tnacych przyczyni si¢ do zmniejszenia
liczby fragmentow restrykcyjnych dla 1 gatunku. Wte-
dy wykorzystanie tej techniki w badaniach $rodowi-
skowych mogloby sig bardziej rozwinac¢ [36].

Polimorfizm dlugos$ci terminalnych fragmentdw re-
strykcyjnych (T-RFLP — terminal restriction fragment
length polymorphism) jest technika posiadajaca podob-
ne ograniczenia jak technika RFLP. Zgodnie z reguta
RFLP z wyjatkiem, ze 1 starter PCR jest znakowany
barwnikiem fluorescencyjnym. Pozwala na detekcje
tylko wyznakowanych terminalnych fragmentoéw res-
trykcyjnych [48]. Ten uproszczony wzor prazkow po-
zwala na kompleksowa analiz¢ populacji, jak rowniez
uzyskanie informacji o réznorodno$ci kazdego wi-
dzialnego prazka, reprezentujacego pojedyncza takso-
nomiczng jednostke lub rybotyp [83]. Wzdr prazkow
moze by¢ uzyty do pomiaru bogactwa i réznorodnosci
gatunkow, jak tez podobienstwa pomigdzy probkami
[48]. Procedura ta moze by¢ zautomatyzowana i pozwa-
la pobra¢ i analizowa¢ duza liczbg probek glebowych.
Jest to metoda wysoce powtarzalna, a jej roznorodno$é
(czuto$¢) wzrasta w zaleznosci od zastosowanej poli-
merazy. Ograniczeniem techniki T-RFLP jest nie tylko
ekstrakcja DNA i PCR, ale takze wybor uniwersalnych
starterow [64]. Zaden z obecnie dostepnych uniwer-
salnych zestawow starterow nie jest w stanie zamplifi-
kowa¢ wszystkich sekwencji eukariotycznych i bakte-
ryjnych. Ponadto startery te oparte sa na istniejacych
bazach danych 16S rRNA i 18S rRNA i ITS, ktore
pochodza z mikroorganizméw, ktdére mozna hodowac.
Dlatego moga nie by¢ odpowiednie w odniesieniu do
réznorodno$ci mikroorganizméw z probki Srodowis-
kowej [48]. Rozne enzymy moga produkowaé rozne
wzory — ,,odciski palca” (fingerprint) [14]. Dlatego tez
wazne jest uzycie przynajmniej dwodch lub czterech
réznych enzymoéw restrykcyjnych [83].

T-RFLP, jak kazda metoda oparta o technik¢ PCR
moze by¢ trudna do okreslenia rzeczywistej roznorod-
no$ci z powodu detekcji tylko dominujacych gatun-

kow, ze wzgledu na duza ilos¢ dostgpnego DNA. Po-
nadto roézne gatunki moga mie¢ r6zng liczbeg kopii
genu i to moze powodowa¢ pewne zaburzenia wyni-
kéw. Pomimo tych ograniczen, wielu badaczy wyraza
opinig, ze wystandaryzowana metoda T-RFLP moze
by¢ uzytecznym narzedziem do badan mikrobiologicz-
nej r6znorodnosci w Srodowisku [64].

Technika ta byta wykorzystywana do badania zmian
w populacjach bakterii [51] oraz detekcji i monito-
rowania populacji i szacowania ré6znorodnosci AMF
w ryzosferze [84] oraz glebach zanieczyszczonych
metalami ci¢zkimi [28].

Podobnie jak techniki RFLP i T-RFLP, rowniez
analiza rybosomalnych sekwencji mig¢dzygenowych
(RISA — ribosomal intergenic spacer analysis, ARISA
— automated ribosomal intergenic spacer analysis) do-
starczaja genetycznych odciskéw palca populacji
mikroorganizméw opartych o badania rybosomow.
W technikach tych IGS (intergenic spacer) — region
pomigdzy podjednostkami rybosomu 16S i 23S jest
amplifikowany technika PCR, denaturowany i roz-
dzielany w zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturacji. Ten region moze kodowaé¢ tRNAs i jest
uzyteczny podczas réznicowania gatunkéw bakterii
[18]. W RISA sekwencje polimorfizmu sa wykrywane
z uzyciem barwienia srebrem, podczas gdy w ARISA
koncowy starter jest znakowany fluorescencyjnie i wy-
krywany automatycznie [36].

Obie techniki dostarczaja wysoce powtarzalnych
profili populacji bakteryjnych, ale RISA wymaga duzej
ilosci DNA i jest bardziej czasochlonna, a barwie-
nie srebrem jest mato czute [18]. Technika ta — RISA
byta wykorzystywana do poréwnywania réznorod-
nosci mikrobiologicznej gleb, ryzosfery roslin i gleb
zanieczyszczonych oraz inokulowanych [36]. Badania
Thakuria i wsp. [81] wykazaly, ze liczba ryboty-
pow bakterii i grzybow wykrytych w glebach technika
ARISA zalezata od typu uzytkowania badanej gleby
(uzytkowanie pastwiskowe, intensywna uprawa) oraz
zastosowanej metody ekstrakcji DNA.

Wiele organizmow, zar6wno prokariotycznych, jak
1 eukariotycznych zawiera wysoce powtarzalne krot-
kie sekwencje DNA, zwane regionami mikrosatelitar-
nymi (microsatellite regions, highly repeated sequence
characterization), ktoérych dtugos¢ waha si¢ od 1 do
10 par zasad powtarzajacych sig¢ wielokrotnie w ich
genomach [83]. W zaleznosci od stopnia ewolucji se-
kwencje te moga by¢ wykorzystywane w diagnostyce
i pozwalaja rozroznia¢ gatunki. Wysoce powtarzalne
sekwencje sa takze znane jako regiony mikrosatelitarne
1 moga by¢ wykorzystywane w identyfikacji grzybow
mikoryzowych [49].

Wykorzystanie tej metody do badan mikrobiolo-
gicznej réznorodno$ci moze by¢ ograniczone w zalez-
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nosci od populacji, jakkolwiek moze by¢ uzyteczne
w wytwarzaniu sond do detekcji zmian w populacjach
mikroorganizméw spowodowanych zmianami $rodo-
wiskowymi. Innym ograniczeniem tej metody jest fakt,
ze regiony sekwencji mikrosatelitarnych wymagaja
uzycia odpowiednich starteréw [36].

5. Perspektywy na przyszlos¢

Badania z zakresu roznorodnosci mikroorganizméw
srodowiska glebowego sa wazne nie tylko dla podsta-
wowych badan naukowych, ale takze z powodu zro-
zumienia powigzan pomigdzy réznorodnos$cia oraz
funkcja i struktura populacji.

Czynniki antropogeniczne — zanieczyszczenie, rol-
nictwo, zastosowanie chemikaliow moga mie¢ nie-
korzystny wplyw na réznorodno$¢ biologiczna i funk-
cjonowanie ekosystemu. Na przyktad Buckley
i Schmidt [6] stwierdzili istotnie wigksza zawar-
tos¢ 16S rRNA dla wszystkich badanych grup mikro-
organizmoéw w glebach nigdy nie uprawianych w po-
réwnaniu do gleb uprawianych rolniczo. Sugeruje to
obnizenie biomasy bakterii oraz ich aktywnos$ci w gle-
bach uprawnych. Jakkolwiek nie wiadomo jak obni-
zenie takie wplywa na funkcjonowanie ekosystemu.
Dla stabilno$ci ekosystemu wazne jest zeby powiazaé
roznorodno$¢ mikroorganizméw i ich funkcje w $ro-
dowisku glebowym.

Wiedza dotyczaca roznorodnoséci mikroorganizmow
1 funkcji w glebie jest ograniczona z powodu takso-
nomicznych i metodologicznych czynnikéw limitu-
jacych, zwiazanych z badaniami tych organizmoéw.
Chociaz metody badan réznorodno$ci ilo$ciowe;j, takso-
nomicznej, strukturalnej sa polepszane zaréwno dla
bakterii, jak i grzybow, jednak nadal nie jest jasne
powiazanie roéznorodnosci z funkcja. Réznorodnosé
bakterii i grzyboéw powoduje poprawg jakosci gleby
1 wzrost jej produktywnos$ci. Mikroorganizmy te spetl-
niaja bardzo wazna rol¢ w obiegu pierwiastkow od-
zywezych 1 zdrowotnosci roslin. Dodatkowo populacje
mikroorganizméw ryzosferycznych podnosza zdrowot-
no$¢ roslin i moga pomoc roslinom radzi¢ sobie ze
stresem biotycznym i abiotycznym, takim jak patogeny
czy zanieczyszczenie gleby [36].

Obecnie dostgpne badania i wiedza z zakresu
mikrobiologicznej r6znorodnosci gleby napotyka ogra-
niczenia taksonomiczne i metodologiczne. Mikrobio-
lodzy $rodowiskowi maja trudne zadanie, aby zdefi-
niowa¢, zidentyfikowac i potaczy¢ mikroorganizmy
z funkcja petlniona w $srodowisku. Praca przedstawia
wybrane metody biochemiczne i molekularne wyko-
rzystywane do badan réznorodnosci populacji glebo-
wych mikroorganizmow.

PiSmiennictwo

1. Acosta-Martinez V., Acosta-Mercado D., Sotomayor-Ra-
mirez D., Cruz-Rodriguez L.: Microbial communities and
enzymatic activities under different management in semiarid
soils. Appl. Soil Ecol. 38, 249-260 (2008)

2. Agnelli A., Ascher J., Corti G., Ceccherini M.T.: Distribution
of microbial communities in a forest soil profile investigated
by microbial biomass, soil respiration and DGGE of total and
extracellular DNA. Soil Biol. Biochem. 36, 859-868 (2004)

3. Akmal M., Jianming X., Zhaojun L., Haizhen W., Huaiying Y.:
Effects of lead and cadmium nitrate on biomass and substrate
utilization pattern of soil microbial communities. Chemosph.
60, 508-514 (2005)

4. Bending G.D., Rodriguez-Cruz M.S., Lincoln S.D.: Fungi-
cide impacts on microbial communities in soils with contra-
sting management histories. Chemosph. 69, 82—88 (2007)

5. Bossio D.A., Scow K.M., Gunapala N., Graham K.J.: Deter-
minants of soil microbial communities: effects of agricultural
management, season, and soil type on phospholipids fatty acid
profiles. Microb. Ecol. 36, 1-12 (1998)

6. Buckley D.H., Schmidt T.M.: The structure of microbial
communities in soil and the lasting impact of cultivation.
Microb. Ecol. 42, 11-21 (2001)

7. Call B.R., Borucki M.K., Loge F.J.: Detection of bacterial
patogenes in environmental samples using DNA microarrays.
J. Mocrobiol. Methods, 53, 235-243 (2003)

8. Cho J.C., Tiedje J.M.: Bacterial species determination from
DNA-DNA hybridization by using genome fragments and
DNA microarrays. Appl. Environ. Microbiol. 67, 3677-3682
(2001)

9. Choi K.H., Dobbs F.C.: Comparison of two kinds of Biolog
microplates (GN and ECO) in their ability to distinguish
among aquatic microbial communities. J. Microbiol. Methods,
36, 203-213 (1999)

10. Classen A.T., Boyle S.1., Haskins K.E., Overby S.T., Hart S.C.:
Community-level physiological profiles of bacteria and fungi:
plate type and incubation temperature influences on contras-
ting soils. FEMS Microbiol. Ecol. 44, 319-328 (2003)

11. Crecchio C., Gelsomino A., Ambrosoli R., Minati J.L., Rug-
giero P.: Functional and molecular responses of soil micro-
bial communities under differing soil management practices.
Soil Biol. Biochem. 36, 1873—1883 (2004)

12. Daniel R.: The soil metagenome — a rich resource for the
discovery of novel natural products. Curr. Opin. Microbiol.
15, 199-204 (2004)

13. Derry A.M., Staddon W.J., Trevors J.T.: Functional diversity
and community structure of microorganisms in uncontamina-
ted and creosote-contaminated soils as determined by sole-
carbon-source-utilization. World J. Microbiol. Biotechnol.
14, 571-578 (1998)

14. Dunbar J., Ticknor L.O., Kuske C.R.: Assessment of micro-
bial diversity in four southwestern United States soils by 16S
rRNA gene terminal restriction fragment analysis. Appl. Envi-
ron. Microbiol. 66, 2943-2950 (2000)

15. Eickhorst T., Tippkotter R.: Detection of microorganisms in
undisturbed soil by combining fluorescence in situ hybridiza-
tion (FISH) and micropedological methods. Soil Biol. Bio-
chem. 40, 1284-1293 (2008)

16. El Fantroussi S., Verschuere L., Verstracte W., Top E.M.:
Effect of phenylurea herbicides on soil microbial communi-
ties estimated by analysis of 16S rRNA gene fingerprints and
community-level physiological profiles. Appl. Environ. Micro-
biol. 65, 982-988 (1999)



56

17. Fang C., Radosevich M., Fuhrmann J.J.: Characterization of

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

MAGDALENA FRAC, STEFANIA JEZIERSKA-TYS

rhizosphere microbial community in five similar grass species
using FAME and BIOLOG analyses. Soil. Biol. Biochem. 33,
679-682 (2001)

Fisher M.M., Triplett E.W.: Automated approach for riboso-
mal intergenic spacer analysis of microbial diversity and its
application to freshwater bacterial communities. Appl. Envi-
ron. Microbiol. 65, 4630—4636 (1999)

Garland J.L., Mills A.L.: Classification and characterization
of heterotrophic microbial communities on the basis of pat-
terns of community-level-sole-carbon-source utilization.
Appl. Environ. Microbiol. 57, 2351-2359 (1991)
Gelsomino A., Keijzer-Wolters A.C., Cacco G., van Elsas J.D.:
Assessment of bacterial community structure in soil by poly-
merase chain reaction and denaturing gradient gel electro-
phoresis. J. Microbiol. Methods, 38, 1-15 (1999)

Giller K.E., Beare M.H., Lavelle P., Izac A.M.N., Swift M.J.:
Agricultural intensification, soil biodiversity and agroeco-
system function. Appl. Soil Ecol. 6,3-16 (1997)

Graham J.H., Hodge N.C., Morton J.B.: Fatty acid methyl
ester profiles for characterization of Glomalean fungi and
their endomycorrhizae. Appl. Environ. Microbiol. 61, 58—64
(1995)

Grayston S.J., Wang S., Campbell C.D., Edwards A.C.:
Selective influence of plant species on microbial diversity in
the rhizosphere. Soil Biol. Biochem. 30, 369-378 (1998)
Green E.A., Kay J.G., Jaber K., Stehmeier L.G., Voordouw
G.: Composition of soilmicrobial communities enriched on
a mixture of aromatic hydrocarbons. Appl. Environ. Micro-
biol. 66, 5282-5289 (2000)

Greene E.A., Voordouw G.: Analysis of environmental micro-
bial communities by reverse sample genome probing. J. Mi-
crobiol. Methods, 53, 211-219 (2003)

Griffiths B.S., Ritz K., Ebblewhite N., Dobson G.: Soil
microbial community structure: effects of substrate loading
rates. Soil Biol. Biochem. 31, 145-153 (1999)

Gupta V.V.S.R., Dick R.P., Coleman D.C.: Functional micro-
bial ecology: Molecular approaches to microbial ecology and
microbial habitats. Soil Biol. Biochem. 40, 1269-1271 (2008)
Hartmann M., Frey B., Kolliker R., Widmer F.: Semi-auto-
mated analyses of soil microbial communities: comparison
of T-RFLP and RISA based on descriptive and discriminative
statistical approaches. J. Microbiol. Methods, 61, 349-360
(2005)

Henson J.M., French R.: The polymerase chain reaction and
plant disease diagnosis. Annu. Rev. Phytopathol. 31, 81-109
(1993)

Hill G.T., Mitkowski N.A., Aldrich-Wolfe L., Emele L.R.,
Jurkonie D.D., Ficke A., Maldonado-Ramirez S., Lynch S.T.,
Nelson E.B.: Methods for assessing the composition and
diversity of soil microbial communities. Appl. Soil Ecol. 185,
25-36 (2000)

Ibekwe A.M., Kennedy A.C.: Phospholipid fatty acid pro-
files and carbon utilization patterns for analysis of microbial
community structure under field and greenhouse conditions.
FEMS Microbiol. Ecol. 26, 151-163 (1998)

Insam H., Goberna M.: Use of Biolog for the community level
physiological profiling (CLPP) of environmental samples.
Mol. Microb. Ecol. Manual, 4, 853—860 (2004)
Kamaludeen S.P.B., Megharaj M., Naidu R., Singleton I.,
Juhasz A.L., Hawke B.G., Sethunathan N.: Microbial activi-
ty and phospholipids fatty acid pattern in long-term tannery
waste-contaminated soil. Ecotoxicol. Environ. Safety, 56,
302-310 (2003)

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Karczmarczyk M., Bartoszcze M.: Mikromacierze DNA
— nowe narzgdzie w wykrywaniu czynnikoéw biologicznych.
Przegl. Epidemiol. 60, 803—-811 (2006)

Kelly J.J., Haggblom M., Tate III R.L.: Changes in soil micro-
bial communities over time resulting from one time applica-
tion of zinc: a laboratory microcosm study. Soil Biol. Bio-
chem. 31, 1445-1465 (1999)

Kirk J.L., Beaudette L.A., Hart M., Moutoglis P., Kliro-
nomos J.N., Lee H., Trevors J.T.: Methods of studying soil
microbial diversity. J. Microbiol. Methods, 58, 169—188
(2004)

Knief C., Lipski A., Dunfield P.F.: Aiversity and activity of
methanotrophic bacteria in different upland soils. Appl. Envi-
ron. Microbiol. 69, 6703—6714 (2003)

Kowalchuk G.: Fungal community analysis using denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE). Mol. Microb. Ecol.
Manual, 3, 1-16 (1999)

Kozdréj J., van Elsas J.D.: Structural diversity of microbial
communities in arable soils of a heavily industrialized area
determined by PCR-DGGE fingerprinting and FAME pro-
filing. Appl. Soil Ecol. 17, 31-42 (2001)

Kozdrdj J.: Wspotczesna ocean réznorodnosci mikroorganiz-
mow w glebie. Acta Agr. Et Sil. 92, 5-28 (2004)

Krawczyk B.: Diagnostyka molekularna w zakazeniach szpi-
talnych. Post. Microbiol. 46, 367-378 (2007)

Kurola J., Salkinoja-Salonen M., Aarnio T., Hulman J.,
Romantschuk M: Activity, diversity and population size of
ammonia-oxidising bacteria in oil-contaminated landfarming
soil. FEMS Microbiol. Let. 250, 33-38 (2005)

Larkin R.P., Honeycutt C.W., Griffin T.S.: Effect of swine
and dairy manure amendments on microbial communities in
three soils as influenced by environmental conditions. Biol.
Fertil. Soils, 43, 51-61 (2006)

Leckie S.E.: Methods of microbial community profiling and
their application to forest soils. For. Ecol. Manag. 220,
88-106 (2005)

Lee D.H., Zo Y.G., Kim S.J.: Nonradioactive method to study
genetic profiles of natural bacterial communities by PCR-
single strand conformation polymorphism. Appl. Environ.
Microbiol. 62, 3112-3120 (1996)

Li Y., Dick W.A., Tuovinen O.H.: Fluorescence microscopy
for visualization of soil microorganisms — a review. Biol.
Fertil. Soils, 39, 301-311 (2004)

Liang Z., Drijber R.A., Lee D.J., Dwiekat I.M., Harris S.D.,
Wedin D.A.: A DGGE-cloning method to characterize arbus-
cular mycorrhizal community structure in soil. Soil Biol. Bio-
chem. 40, 956-966 (2008)

Liu W.T., Marsh T.L., Cheng H., Forney L.J.: Characteriza-
tion of microbial diversity by denaturing terminal restriction
fragment length polymorphisms of genes encoding 16S rRNA.
Appl. Environ. Microbiol. 63, 4516-4522 (1997)

Longato S., Bonfante P.: Molecular identification of mycor-
rhizal fungi by direct amplification of microsatellite regions.
Mpycol. Res. 101, 425-432 (1997)

Lowell J.L., Klein D.A.: Comparative single-strand confor-
mation polymorphism (SSCP) and microscopy-based analysis
of nitrogen cultivation interactive effects on the fungal com-
munity of a semiarid steppe soil. FEMS Microbiol. Ecol. 36,
85-92 (2001)

Lukow T., Dunfield P.F., Liesack W.: Use of the T-RFLP
technique to assess spatial and temporal changes in the bac-
terial community structure within an agricultural soil planted
with transgenic and non-transgenic potato plants. FEMS
Microbiol. Ecol. 32, 241-247 (2000)



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

ROZNORODNOSC MIKROORGANIZMOW SRODOWISKA GLEBOWEGO

Maarit-Niemi R., Heiskanen I., Wallenius K., Lindstrom K.:
Extraction and purification of DNA in rhizosphere soil sam-
ples for PCR-DGGE analysis of bacterial consortia. J. Micro-
biol. Methods, 45, 155165 (2001)

MacNaughton S.J., Stephen J.R., Venosa A.D., Davis G.A.,
Chang Y.J., White D.C.: Microbial population changes during
bioremediation of an experimental oil spill. Appl. Environ.
Microbiol. 65, 3566-3574 (1999)

Muyzer G., Hottentrdger S., Teske A., Wawer C.: Denatu-
ring gradient gel electrophoresis of PCR-amplified 16S rDNA
— a new molecular approach to analyse the genetic diversity
of mixed microbial communities. Mol. Microb. Ecol. Manual,
3, 1-23 (1996)

Muyzer G., Smalla K.: Application of denaturing gradient
gel electrophoresis (DGGE) and temperature gradient gel
electrophoresis in microbial ecology. Antonie van Leeuwen-
hock, 73, 127-141 (1999)

Muyzer G., Waal E.C.D., Uitterlinden A.G.: Profiling of
complex microbial populations by denaturing gradient gel
electrophoresis analysis of polymerase chain reaction-ampli-
fied genes coding for 16S rRNA. Appl. Environ. Microbiol.
59, 695-700 (1993)

Muyzer G.: DGGE/TGGE a method for identifying genes
from natural ecosystems. Curr. Opin. Microbiol. 2, 317-322
(1999)

Nakatsu C.H., Torsvik V., Ovreas L.: Soil community analysis
using DGGE of 16S rDNA polymerase chain reaction pro-
ducts. Soil Sci. Soc. Am. J. 64, 1382—1388 (2000)

Nakatsu C.H.: Soil Microbial community analysis using de-
naturing gradient gel electrophoresis. Soil Sci. Soc. Am. J. 71,
562-571 (2007)

Nannipieri P., Ascher J., Ceccherini M.T., Landi L., Pietra-
mellara G., Renella G.: Microbial diversity and soil func-
tions. Eur. J. Soil Sci. 54, 655-670 (2003)

Nicolaisen M.H., Ramsing N.B.: Denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) approaches to study the diversity
of ammonia-oxidizing bacteria. J. Microbiol. Methods, 50,
189-203 (2002)

Nusslein K., Tiedje J.M.: Soil bacteria community shift corre-
lated with change from forest to pasture vegetation in a tropi-
cal soil. Appl. Environ. Microbiol. 65, 3622-3626 (1999)
Ogram A.: Soil molecular microbial ecology at age 20:
methodological challenges for the future. Soil Biol. Biochem.
32, 1499-1504 (2000)

Osborn A.M., Moore E.R.B., Timmis K.N.: An evaluation of
terminal-restriction fragment length polymorphisms (T-RFLP)
analysis for the study of microbial community structure and
dynamics. Environ. Microbiol. 2, 39-50 (2000)

Ovreas L.: Population and community level approaches for
analyzing microbial diversity in natural environments. Ecol.
Lett. 3,236-251 (2000)

Pace N.R.: Microbial ecology and diversity. ASM News, 65,
328-333 (1999)

Peters S., Koschinsky S., Schwieger F., Tebbe C.C.: Succes-
sion of microbial communities during hot composting as de-
tected by PCR-single — strand — conformation — polymorphism
— based genetic profiles of small-subunit rRNA genes. Appl.
Environ. Microbiol. 66, 930-936 (2000)

Prosser J.I.: Molecular and functional diversity in soil micro-
organisms. Plant Soil, 244, 9-17 (2002)

Renella G., Mench M., Gelsomino A., Landi L., Nannipieri P.:
Functional diversity and microbial community structure in
soils amended with biometallic sludges. Soil Biol. Biochem.
37, 1498-1506 (2005)

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83

84.

57

Robe P., Nalin R., Capellano C., Vogel T.M., Simonet P.:
Extraction of DNA from soil. Europ. J. Soil Biol. 39,
183-190 (2003)

Roling W.F.M., van-Breukelen B.M., Braster M., Goeltom
M.T., Groen J.: Analysis of microbial communities in a lind-
fill leachate polluted aquifer using a new method for anaero-
bic physiological profiling and 16S rDNA based fingerprin-
ting. Microb. Ecol. 40, 177-188 (2000)

Sakurai M., Suzuki K., Onodera M., Spinano T., Osaki M.:
Analysis of bacterial communities in soil by PCR-DGGE targe-
ting protease genes. Soil Biol. Biochem. 39,2777-2784 (2007)
Saleh-Lakha S., Miller M., Campbell R.G., Schneider K.,
Elahimanesh P., Hart M.M., Trevors J.T.: Microbial gene
expression in soil: methods, applications and challenges.
J. Microbiol. Methods, 63, 1-19 (2005)

Schmalenberger A., Schwieger F., Tebbe C.C.: Effect of pri-
mers hybridizing to diffetent evolutionarily conserved regions
of the small-subunit rRNA gene in PCR-based microbial
community analyses and genetic profiling. Appl. Environ.
Microbiol. 67, 3557-3563 (2001)

Schramm A., Larsen L.H., Revsbech N.P., Ramsing N.B.,
Amann R., Schleifer K.H.: Structure and function of a nitri-
fying biofilm as determined by in situ hybridization and
the use of microelectrodes. Appl. Environ. Microbiol. 62,
4641-4647 (1996)

Seghers D., Verthe K., Reheul D., Bulcke R., Siciliano S.D.,
Verstraete W., Top E.M.: Effect of long-term herbicide
applications on the bacterial community structure and func-
tion in an agricultural soil. FEMS Microbiol. Ecol. 46,
139-146 (2003)

Smalla K., Wieland G., Buchner A., Zock A., Parzy J.,
Kaiser S., Roskot R., Heuer H., Berg G.: Bula and rhizo-
sphere soil bacterial communities studied by denaturing
gradient gel electrophoresis: plant-dependent enrichment
and seasonal shifts revealed. Appl. Environ. Microbiol. 67,
4742-4751 (2001)

Song Y.N., Marschner P., Li L., Bao G., Sun J.H., Zhang F.S.:
Community composition of ammonia-oxidizing bacteria in
the rhizosphere of intercropped wheat (Triticum aestivum
L.), maize (Zea mays L.), faba bean (Vicia faba L.). Biol.
Fertil. Soils, 44, 307-314 (2007)

Stach J.E.M., Bathe S., Clapp J.P., Burns R.G.: PCR-SSCP
comparison of 16S rDNA sequence diversity in soil DNA
obtained using different isolation and purification methods.
FEMS Microbiol. Ecol. 36, 139-151 (2001)

Tabacchioni S., Chiarini L., Bevivino A., Cantale C.,
Dalmastri C.: Bias caused by using different isolation media
for assessing the genetic diversity of a natural microbial po-
pulation. Microb. Ecol. 40, 169—-176 (2000)

Thakuria D., Schmidt O., Siurtain M.M., Egan D., Doohan
F.M.: Importance of DNA quality in comparative soil micro-
bial community structure analyses. Soil Biol. Biochem. 40,
1390-1403 (2008)

Theron J., Cloete T.E.: Molecular techniques for determining
microbial diversity and community structure in natural envi-
ronments. Crit. Rev. Microbiol. 26, 37-57 (2000)

. Tiedje J.M., Asuming-Brempong S., Niisslein K., Marsh L.,

Flynn S.J.: Opening the black box of soil microbial diversity.
Appl. Soil Ecol. 13, 109-122 (1999)

Tonin C., Vandenkoornhuyse P., Joner E.J., Straczek J.,
Leyval C.: Assessment of arbuscular mycorrhizal fungi
diversity in the rhizosphere of Violoa calaminaria and effect
of these fungi on heavy metal uptake by clover. Mycorrhiza,
10, 161-168 (2001)



58

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

MAGDALENA FRAC, STEFANIA JEZIERSKA-TYS

Torsvik V., Goksoyr J., Daae F.L.: High diversity in DNA of
soil bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 56, 782787 (1990)
Torsvik V., Ovreas L.: Microbial diversity and function in
soil: from genes to ecosystems. Curr. Opin. Microbiol. 5,
240-245 (2002)

Torsvik V., Sorheim R., Goksoyr J.: Total bacterial diversity
in soil and sediment communities — a review. J. Ind. Micro-
biol. 17, 170-178 (1996)

Wakelin S.A., Gregg A.L., Simpson R.J., Li G.D., Riley L.T.,
McKay A.C.: Pasture mamagement clearly affects soil micro-
bial community structure and N-cycling bacteria. Pedobiol.
52, 237-251 (2009)

Wakelin S.A., Macdonald L.M., Rogers S.L., Gregg A.L.,
Bolger T.P., Baldock J.A.: Habitat selective factors influen-
cing the structural composition and functional capacity of
microbial communities in agricultural soils. Soil Biol. Bio-
chem. 40, 803—-813 (2008)

Wall D.H., Virginia R.A.: Controls on soil biodiversity: in-
sights from extreme environments. Appl. Soil Ecol. 13,
137-150 (1999)

Wang Y.P,, Li Q.B., Shi J.Y,, Lin Q., Chen X.C., Wu W.,
Chen Y.X.: Assessment of microbial activity and bacterial
community composition in the rhizosphere of a copper
accumulator and non-accumulator. Soil Biol. Biochem. 40,
1167-1177 (2008)

Watanabe T., Kimura M., Asakawa S.: Community structure
of methanogenic arche in paddy field soil under double crop-
ping (rice-wheat). Soil Biol. Biochem. 38, 1264—1274 (2006)

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Whiteley A.S., Bailey M.J.: Bacterial community structure and
physiological state within an industrial phenol bioremedia-
tion system. Appl. Environ. Microbiol. 66,2400-2407 (2000)
Yao H., He Z., Wilson M.J., Campbell C.D.: Microbial bio-
mass and community structure in a sequence of soils with
increasing fertility and changing land use. Microb. Ecol. 40,
223-237 (2000)

Zak J.C., Willig M.R., Moorhead D.L., Wildman H.G.:
Accelerated paper: functional diversity of microbial com-
munities: a quantitative approach. Soil Biol. Biochem. 26,
1101-1108 (1994)

Zhang Y.L., Dai J.L., Wang R.Q., Zhang J.: Effects of long-
term sewage irrigation on agricultural soil microbial struc-
tural and functional characterizations in Shandong, China.
Eur. J. Soil Biol. 44, 84-91 (2008)

Zhou D.M., Cang L., Alshawabkeh A.N., Wang Y.J,,
Hao X.Z.: Pilot-scale electrokinetic treatment of a Cu con-
taminated red soil. Chemosph. 63, 964-971 (2006)

Zhou J., Thompson D.K.: Challenges in applying microar-
rays to environmental studies. Curr. Opin. Microbiol. 13,
204-207 (2002)

Zhou J.: Microarrays for bacterial detection and microbial
community analysis. Curr: Opin. Microbiol. 6,288-294 (2003)
Zumstein E., Moletta R., Godon J.J.: Examination of two
years of community dynamics in an anaerobic bioreactor
using fluorescence polymerase chain reaction (PCR) single-
strand conformation polymorphism analysis. Environ. Micro-
biol. 2, 69-78 (2000)



