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1. Wstęp

Dysponujemy wieloma definicjami biologicznej 
różnorodności, jednak najprościej można określić ją 
jako całe bogactwo form życia występujących na Ziemi 
[86]. W 1992 roku na szczycie ONZ w Rio de Janeiro 
uchwalono Konwencję o Różnorodności Biologicznej 
(Convention on Biological Diversity, CBD). Pojęcie 
to definiowane jest jako „zróżnicowanie wszystkich 
żywych organizmów pochodzących z ekosystemów 
lądowych, morskich i innych wodnych oraz zespołów 
ekologicznych. Dotyczy to różnorodności w  obrębie 
gatunku, pomiędzy gatunkami oraz ekosystemami” [4, 
21, 30, 49, 86]. Istnieją trzy aspekty bioróżnorodności, 
a mianowicie środowisko (ekosystem), gatunki i geny. 
Różnorodność genetyczna określa róznorodność bio-
logiczną  na poziomie molekularnym. Carl Woese [99] 
schematycznie podzielił wszystkie organizmy żywe są 

na trzy domeny: Archaea, Bacteria i Eucaryota dzięki 
badaniom, które opierały się na analizie sekwencji genu 
kodującego rybosomalne RNA. Królestwo Monera 
obejmujące dwie domeny: bakterie i archeony sklasyfi-
kowane zgodnie z teorią Woese. Teoria pięciu królestwo 
koncentruje się na różno rod ności gatunkowej, pod-
czas gdy teoria trzech domen koncentruje się na róż-
norodności genetycznej. Z  powodu mikroskopijnych 
rozmiarów bakterii, trudno jest ocenić ich stopień róż-
norodności genetycznej, który jest odzwierciedleniem 
różnorodności cząsteczek budujących komórkę [86]. 
W dniu 15 maja 2015 roku liczba opisanych i umiesz-
czonych na oficjalnej liście gatunków, obejmujących 
bakterie i archeony wynosiła 15 974 [58]. Isaac Newton 
powiedział „Co my wiemy to tylko kropelka. Czego 
nie wiemy, to cały ocean” [15]. Zgodnie z tym, obecnie 
poznane gatunki mikroorganizmów stanowią zaledwie 
niewielki procent różnorodności form żywych. 
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Uważa się, że do chwili obecnej udało się scharak-
teryzować i wyhodować w warunkach laboratoryj-
nych zaledwie jedną setną lub też dużo mniejszą ilość 
orga niz mów prokariotycznych. Jak podaje literatura 
poznano około 12% bakterii i 5% grzybów [17, 19, 20, 
29]. Niska liczba dotychczas sklasyfikowanych mikro-
organizmów wynika po pierwsze z trudności w ich izo-
lacji w postaci czystych kultur, a po drugie z ograniczo-
nej wiedzy na temat metod oznaczania genomowych 
i fenotypowych cech osobniczych [36, 65]. 

Najbogatszym rezerwuarem mikroorganizmów jest 
środowisko naturalne ze szczególnym uwzględnieniem 
gleby. Jeden gram gleby leśnej zawiera szacunkowo 
4 × 107 prokariotycznych komórek, podczas gdy jeden 
gram uprawianej gleby i łąki zawiera około 2 × 109 pro-
kariotycznych komórek. Genomowe DNA wyizolowane 
bezpośrednio z gleby, wskazuje na to, iż w  1  gramie 
gleby znajduje się około 2 000 do 18 000 genomów pro-
kariotycznych [16, 91, 92]. 

Gleba jest układem wysoce złożonym i bogatym 
pod względem liczebności i różnorodności mikro-
organizmów. Mikroorganizmy odgrywają kluczowa 
rolę w prawidłowym przebiegu większości procesów 
zachodzących w glebie m.in. w obiegu podstawowych 
pierwiastków, rozkładzie ksenobiotyków, przebiegu 
podstawowych cykli biogeochemicznych. Mikroorga-
nizmy stanowią wysoce zróżnicowaną grupę organiz-
mów żywych, stanowiącą blisko 60% całej ziemskiej 
biomasy z czego 5 × 1030 komórek występuje w środo-
wisku glebowym. Stanowi to ogromny i nie do końca 
poznany, bardzo zróżnicowany genetycznie świat drob-
noustrojów [35, 68]. 

Wszystkie wyżej wymienione aspekty oraz gene-
tyczna różnorodność drobnoustrojów glebowych stwa-
rzają duże pole do działania dla mikrobiologów poszu-
kujących nowych szczepów o różnych właściwościach 
metabolicznych [17, 29]. 

2. Metody klasyczne stosowane do identyfikacji
 bakterii

Rozwój technik badawczych umożliwił precyzyjne 
klasyfikowanie i właściwe identyfikowanie badanych 
drobnoustrojów. Obecnie taksonomia bakterii oparta 
jest na badaniach wielokierunkowych, które doty- 
czą danych uzyskanych z analizy cech fenotypowych, 
genomowych, a także z analizy filogenetycznej [13, 14, 
29, 82, 94]. 

Dane fenotypowe identyfikacji mikroorganizmów 
glebowych służą do:

•	 cech	morfologicznych	np.	kształt	czy	wynik	bar-
wienia metodą Grama;

•	 cech	fizjologicznych	i	biochemicznych	np.	zdol-
ność do wzrostu w różnych zakresach pH, obec-
ność lub brak aktywności enzymów;

•	danych	z	analiz	serologicznych	np.	różnice	w budo- 
wie antygenów rzęskowych, somatycznych i po- 
wierzchniowych;

•	danych	z	analiz	chemotaksonomicznych	np.	skład	
chemiczny ściany komórkowej, skład kwasów 
tłuszczowych [36, 41, 71, 82, 94]. 

Z kolei źródłem informacji genomowych są kwasy 
nukleinowe DNA i RNA, a najczęściej wykorzystywa-
nymi markerami filogenetycznymi są konserwatywne 
sekwencje DNA: 16S rDNA i 23S rDNA oraz sekwencje 
genów podstawowych szlaków metabolicznych tj.: dnaK, 
amoA, gyrA, rpoD, recA [6, 16, 31, 34, 55, 82, 96, 98].

W badaniach taksonomicznych wykorzystywane są 
zarówno klasyczne techniki hodowlane jak i techniki 
molekularne. Obowiązuje określony schemat trój po-
ziomowej piramidy przedstawiającej trzy etapy obec-
nie przeprowadzanych badań w identyfikacji drobno-
ustrojów (rys. 1) [34, 64, 97]. W niniejszej piramidzie 
wyróżniamy trzy poziomy badań, a każdy kolejny jej 
poziom dostarcza bardziej szczegółowych informa- 
cji i zawęża liczbę izolatów poddawanych analizie [34, 
63, 64, 94, 97].

Rys. 1. Trzy etapy badań wykorzystywane w celu ustalenia pozycji 
taksonomicznej badanych szczepów [34] (zmodyfikowano).

DDH – hybrydyzacja DNA-DNA

Podstawą piramidy są metody przesiewowe tzw. 
screening. Mają one na celu szybkie zróżnicowanie 
dużej liczby izolatów mikroorganizmów glebowych 
i pogrupowanie ich w zależności od stopnia podobień-
stwa. W tym celu do badań użyte są testy biochemiczne, 
fizjologiczne oraz metody typowania oparte o analizę 
DNA [34, 64, 94]. Kolejnym szczeblem piramidy jest 
ustalenie pozycji filogenetycznej poszczególnych grup 
(scharakteryzowanych na podstawie poprzedniego 
poziomu) w oparciu o analizę porównawczą sekwen-
cji genu 16S rRNA. Ostatni etap badań to oznaczenie 
metodą hybrydyzacji stopnia podobieństwa DNA-DNA 
i oznaczenie przynależności gatunkowej badanego 
szczepu [34, 65, 94, 97]. 



WYBRANE METODY MOLEKULARNE WYKORZYSTYWANE W OCENIE BIORÓŻNORODNOŚCI MIKROORGANIZMÓW 311

3. Metody molekularne stosowane do identyfikacji
 mikroorganizmów glebowych

Przez wiele lat identyfikacja mikroorganizmów 
dotyczyła metod opartych na podłożach hodowlanych 
[52]. W latach osiemdziesiątych XX wieku wraz z roz-
wojem technik molekularnych nastąpił intensywny 
postęp w badaniach z zakresu mikrobiologii. Okazało 
się, że w przypadku bakterii glebowych jedynie około 
0,1% do 1% może wyrosnąć na tradycyjnych podłożach 
mikrobiologicznych [46, 87, 91].

Znaczna większość aktywnych metabolicznie mikro- 
 organizmów glebowych jest niezdolna do wzrostu 
w  postaci kolonii na selektywnych podłożach agaro-
wych. Szacuje się że zaledwie ok. 1% z  109  komórek 
bakteryjnych występujących w 1 g gleby jest zdolnych do 
wzrostu na sztucznych podłożach mikrobiologicznych. 
W latach 90. XX wieku po raz pierwszy w  literaturze 
pojawiło się określenie mikroorganizmów „żywych, lecz 
niedających się hodować” (VBNC – viable but noncultu-
rable) [31, 64, 65]. Istnieje zatem potrzeba opracowania 
szybkich, czułych i rzetelnych metod dających możli-
wość zarówno bezpośredniej oceny pełnego obrazu 
mikrobiologicznego z pominięciem etapu hodowli, jak 
i identyfikacji wcześniej wyhodowanego drobnoustroju. 
Stosowanie bowiem klasycznych metod mikrobiologicz-
nych opartych na analizie cech fenotypowych drobno-
ustrojów pozwala jedynie na określenie zaledwie 1–10% 
składu populacji mikroorganizmów glebowych [31].

Badanie genomu drobnoustrojów stało się dopeł-
nieniem metod fenotypowych, a nawet nadrzędnym 
narzędziem w identyfikacji bakterii. Metody geno-

mowe oparte na technologii badań molekularnych, 
nie zależą od warunków hodowli i są bardziej powta-
rzalne w  porównaniu do metod klasycznej analizy 
fenotypowej. Dodatkowym aspektem przemawiającym 
za przewagą metod genomowych jest fakt, iż kwasy 
nukleinowe występują u wszystkich żywych organiz-
mów [36, 82, 94].

U podstaw metod molekularnych leży detekcja 
makrocząsteczek (kwasów nukleinowych, białek, kwa-
sów tłuszczowych) występujących w organizmach 
żywych [31]. Dodatkową zaletą tych metod jest możli-
wość bezpośredniej ekstrakcji tych cząstek z gleby, bez 
konieczności hodowli mikroorganizmów. Iloś ciowe lub 
jakościowe zmiany w obrębie tych cząsteczek świadczą 
o bezpośrednich zmianach w zespołach mikroorga-
nizmów w reakcji na biotyczne i abiotyczne czynniki 
środowiska [31, 65].

Wykorzystywane w identyfikacji drobnoustrojów 
glebowych metody molekularne charakteryzują się 
zróżnicowaną rozdzielczością, czyli umożliwiają kla-
syfikowanie szczepów na różnych poziomach takso-
nomicznych tzn. od szczepu, przez gatunek do rodzaju 
i  rodziny. Przykładowo sekwencjonowanie rDNA 
pozwala przyporządkować szczep do rodzaju, hybry-
dyzacja DNA-DNA klasyfikuje do rangi gatunku, 
a w obrębie gatunku szczepy różnicuje się w oparciu np. 
o polimorfizm długości amplifikowanych fragmentów 
restrykcyjnych (AFLP – Amplified Fragment Length 
Polymorphism), (rys. 2) [13, 94]. 

Na przełomie ostatnich dziesięcioleci obserwuje się 
ogromny postęp w ocenie zróżnicowania drobnoustro-
jów. Jest to związane z intensywnym rozwojem szeregu 

Rys. 2. Rozdzielczość metod stosowanych w identyfikacji bakterii [94], zmodyfikowano
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zaawansowanych metod diagnostycznych opartych na 
analizie kwasów nukleinowych. Metody te umożliwiają 
charakterystykę mikroorganizmów na poziomie funk-
cjonalnym i  filogenetycznym. Metody molekularne 
stosowane w  analizie mikroorganizmów glebowych 
umożliwiają pełną analizę zespołu mikroorganizmów 
lub też częściową analizę charakterystycznej puli drob-
noustrojów w oparciu o wybrane geny metabolizmu 
podstawowego (rys. 3) [31].

4. Analiza zawartości zasad G+C w DNA

W DNA występują cztery zasady azotowe: dwie 
puryny: adenina (A) i guanina (G) oraz dwie pirymi-
dyny: cytozyna (C) i tymina (T), których kolejność 
wyznacza informację genetyczną zawartą w genomie 
danego mikroorganizmu [82]. Określenie zawartości 
zasad guaniny i cytozyny (G+C) w DNA było jedną 
z  pierwszych metod molekularnej charakterystyki 
mikroorganizmów [6, 26, 56, 90]. W połowie XX wieku 
opisano reguły dotyczące składu nukleotydowego DNA 
tzw. reguły Chargraffa [10]. Z przeprowadzonych badań 
wynikało, że: suma puryn (adenina – A i guanina – G) 
równa się sumie pirymidyn (cytozyna –  C i  tymina 
– T), stosunek molarny adeniny do tyminy równa się 1, 
a guaniny do cytozyny także wynosi 1, czyli zasady azo-
towe występujące w DNA znajdują się w równoważnych 
ilościach: stosunek A:T = 1 oraz G:C = 1 [10, 12, 28, 82]. 

Jednakże, względny współczynnik (G+C)/(A+T) 
wykazuje różnice w stosunku do badanych mikroorga-

nizmów, a dla danego gatunku jest on stały. Zawartość 
zasad G+C wyrażana jest w mol% a oblicza następują-
cego wzoru [6, 82]:

Różnice zawartości zasad guaniny i cytozyny (G + C). 
jest wykorzystywana do badania różnorodności mikro-
organizmów środowisk glebowych [48, 70]. W  DNA 
prokaryota zawartość G+C waha się w granicach od 
25 mol% do 75 mol% [26, 90]. Z gleby uprawnej zawiera-
jącej 2,3% substancji organicznej i 12% iłu wyizolowano 
DNA różniący się zawartością zasad G+C, po czym 
porównano te wartości do znanych rodzajów drobno-
ustrojów glebowych i określono, iż zawartość zasad G+C 
równa 65% oznacza, że w glebie znajdowały się bakte-
rie nieleżące do rodzajów Arthrobacter, Agrobacterium 
i Pseudomonas, 69% wskazuje na Strepto myces, z kolei 
45% wyróżnia Bacillus i Streptococucus [73]. Natomiast 
Nusslein i Tiedje [70] analizowali bioróżnorodność 
pastwisk i gleb leśnych używając metody określenia 
zawartości zasad G+C w połączeniu z techniką ARDRA 
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) 
i sekwencjonowaniem rDNA. Każda z zastosowanych 
metod pokazała, iż rośliny mają duży wpływ na kształ-
towanie się drobnoustrojów w środowisku glebowym. 
Autorzy stwierdzili, że wszystkie trzy metody badań 
społeczności mikroorganizmów charakteryzowały się 
innym poziomem rozdzielczości oraz, że metody te 
tworzą komplementarną grupę testów do dokładnego 
badania mikrobiologicznej różnorodności [29, 48]. 

Rys. 3. Metody molekularne stosowane w analizie zróżnicowania genetycznego mikroorganizmów glebowych [31]

mol% G + C = –––––––––––––––––––– × 100%
mol (G + C)

mol (A + T + C + G)
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Przyjęto, że organizmy ściśle ze sobą spokrewnione 
różnią się zawartością zasad G+C od 3 do 5 mol%, co 
wskazuje, że należą do tego samego gatunku [48, 56, 64, 
65, 70, 82]. Natomiast w obrębie rodzaju różnica ta nie 
może przekraczać 10 mol% [64, 65, 82]. Teoretycznie 
im większa różnica w zawartości zasad G+C w DNA 
między dwoma organizmami, tym mniej są one ze sobą 
powiązane. Jednakże, należy zauważyć, że jakiekolwiek 
różnice w  mol% G+C są ważne w taksonomicznym 
określaniu grup, to podobieństwo zawartości zasad 
G+C niekoniecznie wskazuje na bliskie pokrewieństwo 
organizmów, ponieważ w oznaczeniach nie brane są po 
uwagę liniowe sekwencje w cząsteczkach. Z kolei nie-
które rodzaje jak np. Clostridium (21–54 mol%) i Bacil-
lus (32–69 mol%) wykazują dużą rozpiętość zawartości 
zasad G+C [6, 64, 65, 82]. Aspektem przemawiającym 
za metodą oznaczania zawartości zasad G+C jest fakt, 
że jest to analiza niezależna od techniki PCR, obejmuje 
cały wyizolowany DNA oraz jest to metoda ilościowa, 
która pozwala wykryć unikalne gatunki drobnoustro-
jów, jednak wymagane są duże ilości wyizolowanego 
genomowego DNA (do 50 μg) [26, 29, 56, 90].

5. Hybrydyzacja kwasów nukleinowych

Hybrydyzacja DNA jest miarą stopnia złożoności 
genetycznej drobnoustrojów i jest stosowana w celu 
oszacowania bioróżnorodności mikroorganizmów 
[91]. Hybrydyzacja kwasów nukleinowych to proces 
łączenia dwóch nici DNA lub RNA-DNA na podsta-
wie komplementarności zasad. W metodzie oznaczania 
stopnia podobieństwa DNA-DNA pomiędzy dwoma 
organizmami wykorzystuje się właściwości fizykoche-
miczne dwuniciowych kwasów nukleinowych. Wiąza-
nia wodorowe w dwuniciowej cząsteczce kwasu nukle-
inowego mogą ulec rozerwaniu. Dwie nici mogą być 
rozdzielone do form jednoniciowych drogą denaturacji 
(wysoką temperaturą) lub w warunkach alkalicznego 
pH. Reakcja ta jest odwracalna, tzn. pojedyncze nici 
mogą ponownie zostać połączone (reasocjacja) na zasa-
dzie komplementarności nukleotydów po powrocie do 
optymalnej temperatury (rys. 4) [63, 82]. Warunkiem 
reasocjacji jednoniciowych cząsteczek jest fakt, że róż-
nica w sekwencji nukleotydowej nie może być większa 
niż 20% – a więc musi być spełniony warunek identycz-
ność sekwencji sięgającej przynajmniej 80% [13, 63, 82].

W doświadczeniach, w których przeprowadzana 
jest hybrydyzacja dwóch cząsteczek, jedna z nich jest 
wyznakowana i tworzy tzw. sondę molekularną, która 
służą do identyfikacji sekwencji komplementarnych 
w  materiale genetycznym wyizolowanym z  mikro-
organizmów. Sondy najczęściej znakuje się fluores- 
cencyjnie np. fluoresceiną lub rodaminą ale, także 
można znakować radioaktywnym izotopem np. 32P 

lub 3H lub nieradioaktywnie np. digoskygeniną [6, 25, 
27, 40, 73, 85, 89]. 

Wszystkie techniki hybrydyzacyjne używane do 
określania względnego podobieństwa drobnoustro-
jów, pomimo różnic metodycznych opierają się na 
tych samych podstawach. Izolaty DNA pochodzące 
z próbek środowiskowych miesza się ze sobą i denatu-
ruje w celu uzyskania jednoniciowych struktur DNA. 
W  ściśle określonych warunkach reakcji następuje 
reasocjacja i tworzenie cząsteczek hybrydowych. Im 
wyższe podobieństwo genetyczne dwóch badanych 
organizmów, tym więcej mają one wspólnych sekwen-
cji nukleotydowych, a co za tym idzie powstaje więcej 
struktur hybrydowych. Porównanie wyników uzyska-
nych dla heterodupleksów z tymi dla referencyjnego 
DNA (homodupleksu), daje nam stopień podobieństwa 
DNA-DNA [27, 82, 89].

Wyróżniamy dwa główne parametry, które służą do 
pomiaru stopnia podobieństwa cząsteczek DNA: RBR 
oraz ΔTm.

•	RBR	(Relative	Binding	Ratio	–	względny	współ-
czynnik wiązania) to wskaźnik ilości heteroduple-
ksów względem homodupleksów, które są wzor-
cem 100% reasocjacji. 

•	ΔTm (różnica w temperaturze denaturacji ter-
micznej dupleksów) to wskaźnik stabilności ter-
micznej dupleksów DNA, czyli jest to różnica 
w  temperaturze denaturacji homodupleksów 
i  heterodupleksów. Stopień denaturacji DNA 
zależy od zawar tości w nim zawartości G+C, siły 
jonowej roztworu oraz temperatury. Wartość Tm 
wskazuje na temperaturę, przy której 50% DNA 
znajduje się w stanie denaturowanym [39, 64, 82]. 

Hybrydyzacja genomowego DNA jest podstawą 
do klasyfikacji mikroorganizmów do rangi gatunku 
[64, 82]. Do jednego gatunku genomowego zaliczamy 
szczepy o wartości hybrydyzacji 70% i  więcej oraz 
charakteryzujące się ΔTm mniejszą niż 5°C [20, 82, 
94, 97]. Metodą hybrydyzacji oceniono różnorodność 
drobnoustrojów w 1 gramie różnych gleb i oszacowano 
ją na poziomie od 500 tysięcy do nawet 10 milionów 
genomów organizmów prokariotycznych [33]. Obec-
nie stosowanych jest kilka technik hybrydyzacji DNA-
-DNA, m.in. wprowadzona w  latach  70. XX  wieku 
hybrydyzacja w roztworze tzw. metoda De Ley’a, czy 
opisana pod koniec lat 80. metoda hybrydyzacji DNA 
wyznakowanego np. biotyną z DNA związanym kowa-
lencyjnie do powierzchni specjalnej mikropłytki [18, 
25, 63]. Hybrydyzacja może być również przeprowa-
dzona na poziomie komórkowym i może być wykonana 
in situ. Ta metoda dostarcza cennych informacji doty-
czących rozkładu przestrzennego mikroorganizmów 
w  próbkach środowiskowych [42]. Jednym z  najbar-
dziej popularnych sposobów hybrydyzacji DNA jest 
technika FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ 
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– fluorescent in situ hybridization). Za pomocą tech-
niki FISH możemy określać rozkład przestrzenny bak-
terii w różnych środowiskach, takich jak np. biofilm 
[85]. Ograniczeniem hybrydyzacji FISH jest fakt, że 
bezpośrednie badanie próbek środowiskowych wyka-

zuje niską czułość. Związane jest to z obecnością małej 
liczby kopii sekwencji pochodzących z gatunków domi-
nujących, które prawdopodobnie nie zostaną wykryte. 
Rozwiązaniem problemu jest technika PCR, gdzie DNA 
uzyskany bezpośrednio ze środowiska będzie stanowił 
matrycę w reakcji PCR i zostanie zamplifikowany [48]. 

W identyfikacji mikroorganizmów i badaniu bio-
różnorodności coraz częściej używa się metody łacącej 
hybrydyzację DNA-DNA z  mikromacierzami DNA 
z ang. microarry (inaczej DNA chip). Metoda mikro-
macierzy DNA opiera się na klasycznych technikach 
hybrydyzacyjnych używanych do analizy ekspresji 
genów. Wyznakowana próbka (badany materiał mikro-
biologiczny) jest umieszczana na płytce zawierającej 
sondy DNA o znanej sekwencji nukleotydowej. Następ-
nie pytka taka poddawana jest skanowaniu przez czyt-
nik laserowy, co w efekcie daje punkty świecące z różną 
intensywnością co spowodowane jest występowaniem 
charakterystycznych sond dla określonych genów. 
Następny etap polega na przyporządkowaniu każdemu 
punktowi liczby określającej natężenie fluores cencji. 
Uzyskane w ten sposób dane liczbowe poddawane są 
analizie bioinformatycznej [5, 11, 44, 56, 62]. 

Mikromacierze DNA określane są jako uporząd-
kowane zbiory fragmentów genów (sond molekular-
nych) (rys. 5). Zbiory te występują w postaci jednoni-
ciowych odcinków DNA, charakteryzujących się różną 
długością, skorelowaną z typem mikromacierzy [44]. 
Mikromacierze zbudowane są z kilku tysięcy punk-
tów unieruchomionych w określonych miejscach na 
podłożu, z których każdy zawiera fragmenty DNA, 
czyli pojedyncze sondy. Obecnie używane technologie 
wytwarzania mikromacierzy zawierają sondy oligo - 
nukleotydowe lub sondy cDNA [44, 56, 62, 100]. Tech-
nika ta umożliwia porównanie profili ekspresji genów 
komórek, tkanek, organizmów pod wpływem różnych 
czynników. Metoda charakteryzuje się możliwością 
jednoczesnego analizowania tysięcy genów [22, 62, 
84]. Mikromacierze mogą posiadać charakterystyczne 
geny tzw. tarcze w postaci np. reduktazy azotanowej czy 
też nitrogenazy, dzięki czemu możliwe jest precyzyjne 
określenie różnorodności mikrobiologicznej. Macierze 
mogą, także zawierać fragmenty DNA, pochodzące od 
referencyjnych gatunków występujących w próbkach 
środowiskowych [38, 56].

Rys. 5. Schemat techniki z wykorzystaniem mikromacierzy [5, 95]
(zmodyfikowano)

Rys. 4. Schemat przedstawiający hybrydyzację kwasów nukleinowych [82] (zmodyfikowano)
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6. Analiza sekwencji kwasów nukleinowych

Sekwencjonowaniem nazywamy ustalenie kolej ności 
nukleotydów, które stanowią informację genetyczną 
o  badanym organizmie, o budowie genów ich funk-
cjonowaniu oraz o regulacji ich ekspresji [53]. Genom 
spełnia kluczową rolę w funkcjonowaniu organizmu, 
a  jego znajomość ma decydujący wpływ na rozwój 
wielu dziedzin nauki. Duże znaczenie analizy sekwen-
cyjnej odzwierciedla się w  wzrastającym rozwoju 
technik sekwencjonowania. Metody sekwencjonowa-
nia bazują zasadniczo na dwóch metodach: metodzie 
terminacji łańcucha zwanej inaczej dideoksy sekwen-
cjonowaniem i metodzie Maxama i Gilberta opartej na 
chemicznej degradacji DNA [54, 66, 75, 79, 83]. Wiele 
grup badawczych na całym świecie prowadziło badania 
na rzecz rozwoju alternatywnych zasad sekwencjono-
wania DNA. Trzy metody, które wydają się być bardzo 
obiecujące to sekwencjonowanie przez hybrydyzację 
[47, 72], sekwencjonowanie oparte równolegle na liga-
cji i rozszczepieniu [9] oraz pirosekwencjonowanie 
[80, 81]. Stosunkowo nową ale powszechnie stosowaną 
technologią oznaczania sekwencji kwasów nukleino-
wych jest pirosekwencjonowanie [79] (rys. 6). Metoda 
ta nazywana jest też sekwencjonowaniem w czasie rze-
czywistym. Podstawą metody jest pomiar ilości pirofos-
foranu (PPi), uwalnianego w momencie wbudowywania 
komplementarnej zasady do nowosyntetyzowanej nici 
DNA. Detekcji dokonuje się pośrednio, poprzez reje-
strację sygnału świetlnego, będącego wynikiem serii 

reakcji enzymatycznych. Reakcja przeprowadzana jest 
w obecności specyficznego startera i  czterech enzy-
mów: fragmentu Klenowa polimerazy DNA, sulfury-
lazy ATP, lucyferazy i apyrazy oraz substratów (dNTP). 
Sulfurylaza ATP katalizuje przekształcenie PPi w ATP 
w  obecności adenozyno-5’-fosfosiarczanu. ATP przy 
udziale lucyferazy indukuje konwersję lucyferyny do 
oksylucyferyny czego efektem jest emisja światła o natę-
żeniu proporcjonalnym do liczby wbudowywanych 
nukleotydów. Jest ono rejestrowane przez kamerę CCD 
i uwidaczniane w postaci pyrogramu. Ostatni etap to 
degradacja nadmiaru dNTP i ATP przez apyrazę (rys. 6 
i rys. 7) [3, 7, 27, 43, 53, 79, 88]. 

Dzięki szybkiemu postępowi w analizie bioinforma-
tycznej, informacje uzyskane z metod sekwencjonowa-
nia, każdy badacz może przeanalizować samodzielnie 
wykorzystując powszechnie dostępne bazy danych, 
w  których zgromadzono sekwencje genomowe orga-
nizmów. Istnieją dwa główne serwery, w których prze-
chowywane są sekwencje genomowe: europejski EMBL 
oraz amerykański GenBank [34, 69]. Obecnie obser-
wujemy wykładniczy wzrost liczby kompletnie zse-
kwencjonowanych genomów. Na początku 2015 roku 
liczba zsekwencjonowanych genomów wynosiła 63 170 
(wg bazy danych GOLD) w tym z królestwa (domeny) 
Archaea – 1 078, Bacteria – 45 076, Eukaryota – 9 059 
[45, 60]. Zsekwencjonowane zostały także genomy 
bakterii glebowych. W pełni poznany jest chociażby 
genom Bradyrhizobium sp. BTAi1, Bradyrhizobium sp. 
ORS278, Pseudomonas putida F1, Pseudomonas stutzeri 
A1501, Sinorhizobium meliloti 1021, Rhizobium legumi-
nosarum bv. viciae 3841, Nitrosomonas eutropha C91, 
Bacillus subtilis TPK 210909 [45].

Porównawcza charakterystyka (molekularna) izo-
latów bakterii i dokładna ich identyfikacja jest jednym 
z  głównych problemów w mikrobiologii. Dla wielu 
gatunków mikroroganzimów technika MLST – Mul-
tilocus Sequence Typing uważana jest za „złoty stan-
dard” [57, 74]. Metoda ta polega na analizie zazwyczaj 
siedmiu sekwencji genów metabolizmu podstawowego 
(housekeeping genes) rozproszonych na chromosomie 
i powszechnie występujących u wszystkich badanych 

Rys. 7. Przykładowy pyrogram [80], zmodyfikowano

Rys. 6. Schemat procedury pirosekwencjonowania, X – jeden
z czterech nukleotydów [80, 81], zmodyfikowano
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organizmów. Technika ta charakteryzuje się bardzo 
wysoką powtarzalnością, ponieważ opiera się na ana-
lizie zmian (mutacji punktowych) w sekwencji nukleo-
tydowej genów metabolizmu podstawowego [1, 23, 61, 
93]. Sekwencje każdego fragmentu są porównywane ze 
wszystkimi wcześniej zidentyfikowanymi sekwencjami 
(allelami) w tym locus [1]. Allele siedmiu loci tworzą 
profil alleliczny, a następnie typ sekwencyjny ST (Sequ-
ence Type). Technika MLST pozwoliła utworzyć dwie 
główne sieci ogólnodostępnych międzynarodowych baz 
danych znajdujących się w Imperial College w Londy-
nie [67] i Oxford University [1, 24, 76].

Badania nad identyfikacją mikroorganizmów doty-
czą, także pomiaru średniego podobieństwa sekwencji 
nukleotydowych ANI (Average Nucleotide Identtity) 
pomiędzy wspólnymi genami dwóch szczepów, których 
genom został zsekwencjonowany [51]. Szczepy z  co 
najmniej 95% ANI należą do tego samego gatunku. 
Parametr ten jest rzetelnym i niezawodnym kryterium 
określania pokrewieństwa mikroorganizmów. Technika 
ANI jest wyjątkowo czułą metodą pomiaru ewolucyj-
nego pokrewieństwa pomiędzy ściśle spokrewnionymi 
szczepami bakterii, czyli takimi, które wykazują więk-
sze niż 60% ANI, większy niż 97% stopień identycz-
ności sekwencji genu 16S rRNA [50, 51]. W badaniach 
Gorisa i wsp. stwierdzono zbieżność 95% ANI i 70% 
DDH (hybrydyzacja DNA-DNA, ponadto wykazano, że 
parametr ANI wskazuje największą korelację z wartoś-
ciami DDH, pośród kilku badanych parametrów[37].

Analiza sekwencji rRNA jest jednym z najczęściej 
stosowanych parametrów umożliwiających ustalenie 
powiązań filogenetycznych pomiędzy mikroorganiz-
mami [94]. Cząsteczka rRNA spełnia jednocześnie 
kilka ważnych kryteriów, a mianowicie występuje 
powszechnie u wszystkich badanych organizmów, jest 
funkcjonalnie stała (wchodzi w skład rybosomu, któ-
rego podstawową funkcją jest synteza białka), zawiera 
domeny konserwowane i zmienne oraz posiada odpo-
wiednią wielkość, niosącą wystarczającą ilość infor-
macji [64, 82, 94]. W  ciągu ostatnich 25  lat, metody 
obejmujące analizę rRNA lub geny kodujące rRNA 
(rDNA) zrewolucjonizowały taksonomię organizmów 
prokariotycznych [82]. Rybosomy Procaryota zbu-
dowane są z  trzech typów rRNA o stałych sedymen-
tacji 5S rRNA (120  nukleotydów), 16S  rRNA (1 650 
nukleotydów) i  23S  rRNA (3 300 nukleotydów) [8, 
82]. Obecnie ze względu na niewielką ilość informa-
cji genetycznej niesionej przez cząsteczkę 5S  rRNA 
nie jest ona stosowana przy identyfikacji mikroorga-
nizmów. Sekwencjonowanie cząsteczki 23S  rRNA ze 
względu na jej wielkość, także nie jest powszechnie 
stosowane w analizach filogenetycznych. Natomiast 
sekwencjonowanie cząsteczki 16S rRNA stało się 
obecnie standardem w  badaniach taksonomicznych 
bakterii [94]. Bazy danych zawierające znaczne ilości 

sekwencji 16S  rDNA z pewnością przyczyniły się do 
częstego stosowania tego markera w badaniach porów-
nawczych mikroorganizmów [82, 94]. Przykładowo 
na stronie internetowej Ribosomal Database Project 
Relasae zgromadzono 3 224 600  sekwencji 16S rDNA 
bakterii i archeonów (stan na dzień 26 maj 2015 rok) 
[78]. Jednakże istnieją pewne ograniczenia w zasto-
sowaniu genu 16S rDNA w  identyfikacji mikroorga-
nizmów. Należy pamiętać, że ze względu na wolne 
tempo ewolucji, które charakteryzuje 16S rDNA, że nie 
powinna być stosowana do klasyfikacji blisko spokrew-
nionych organizmów [59, 94]. Dodatkowym proble-
mem może być fakt, że genomy bakteryjne mogą zwie-
rać kilka kopii genów rDNA, które w obrębie jednego 
organizmu mogą różnić się sekwencją np. u Sinorhizo-
bium meliloti 1021 i Rhiozbium etli CFN42 jest ich trzy 
[2, 64]. Gdy stopień podobieństwa sekwencji 16S rDNA 
dwóch szczepów wynosi przynajmniej 95%, wówczas 
organizmy zaliczane są do tego samego rodzaju. Z kolei, 
gdy identyczność sekwencji 16S rDNA wynosi więcej 
niż 97%, wówczas organizmy można uznać za ten sam 
gatunek [13, 77, 82, 94]. 

7. Podsumowanie

W pracy przedstawiono wybrane metody moleku-
larne wykorzystywane do badań mikroorganizmów 
glebowych. Analiza bioróżnorodności środowiska gle-
bowego jest ważna nie tylko dla podstawowych badań 
naukowych, ale także dla badań dotyczących poszuki-
wania nowych szczepów. Liczba dotychczas zidentyfi-
kowanych mikroorganizmów jest niska. Ograniczeniem 
w  klasyfikacji drobnoustrojów są problemy w  izo-
lacji w  postaci czystych kultur i ograniczona wiedza 
na temat cech fenotypowych i genomowych. Metody 
molekularne stosowane w identyfikacji drobnoustrojów 
glebowych mają przewagę nad klasycznymi metodami 
fenotypowymi, ponieważ są niezależne od warunków 
hodowli, są bardziej powtarzalne i czułe. Genomika 
w sposób znaczący weryfikuje dotychczasową analizę 
bioróżnorodności oraz rozbudza olbrzymie nadzieje 
na dotarcie do mikroorganizmów niehodowanych. 
Wykorzystywane metody molekularne umożliwiają 
klasyfikowanie szczepów. I tak analiza zawartości zasad 
G+C wyznacza granice gatunku, podobnie jest w przy-
padku metody hybrydyzacji. Sekwencjonowanie DNA 
pozwala różnicować szczepy od gatunku przez rodzaj, 
aż do rodziny. Natomiast analiza sekwencji 16S rRNA 
umożliwia klasyfikację mikroorganizmów na poziomie 
gatunku i rodzaju. Postęp technologiczny i malejące 
koszty analiz genomowych są czynnikiem zachęcającym 
do coraz powszechniejszego stosowania metod moleku-
larnych. Wyzwaniem dla mikrobiologów jest udoskona-
lanie i rozpowszechnienie metod genomowych.
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Podziękowania
Opracowanie wykonano w ramach realizacji zadania 1.4. Ocena 

i kształtowanie bioróżnorodności środowiska glebowego oraz aktyw-
ności mikrobiologicznej gleb z uwzględnieniem różnych warunków 
siedliskowych i systemów gospodarowania. Program Wieloletni 
IUNG-PIB na lata (2016–2020).
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