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Selected molecular methods used in assessing the biodiversity of soil organisms

Abstract: Biodiversity and the identification of new important features of microorganisms is crucial for the development of biotechnology.
The current knowledge about microbs in natural environments is limited, thus the analysis of the microbial diversity in nature is not an
easy task. So far, only a small percentage of prokaryotic microorganisms has been identified. It is believed that the soil environment is one
of the richest reservoirs of microorganisms, as approximately 2 000 to 18 000 prokaryotic genomes can be isolated from one gram of soil.
In this publication the selected methods used to identify microorganisms are presented. The first molecular marker used in the genetic
identification of soil microorganisms was the analysis of the G+C base content, sincemicroorganisms exhibit differences in the (G+C)/
(A+T) relative factor. Another method used to identify bacteria is the nucleic acid hybridization. This technique involves a determination
of the degree of similarity of DNA-DNA between two organisms. One of the most frequently used hybridization technique is FISH
— fluorescent in situ hybridization. The most precise method for analyzing the nucleic acids is sequencing, i.e. determining the order of
nucleotides which form the genetic information of the microorganism studied. Very often in molecular studies the 16S rDNA molecule
is subjected to sequencing.
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1. Wstep

Dysponujemy wieloma definicjami biologicznej
réznorodnosci, jednak najprosciej mozna okresli¢ ja
jako cale bogactwo form zycia wystepujacych na Ziemi
[86]. W 1992 roku na szczycie ONZ w Rio de Janeiro
uchwalono Konwencje o Réznorodnosci Biologicznej
(Convention on Biological Diversity, CBD). Pojecie
to definiowane jest jako ,zréznicowanie wszystkich
zywych organizméw pochodzacych z ekosysteméw
ladowych, morskich i innych wodnych oraz zespoléw
ekologicznych. Dotyczy to réznorodnosci w obrebie
gatunku, pomiedzy gatunkami oraz ekosystemami” [4,
21, 30, 49, 86]. Istnieja trzy aspekty biordznorodnosci,
a mianowicie srodowisko (ekosystem), gatunki i geny.
Réznorodnosé¢ genetyczna okresla réznorodno$é bio-
logiczng na poziomie molekularnym. Carl Woese [99]
schematycznie podzielil wszystkie organizmy zywe s3

na trzy domeny: Archaea, Bacteria i Eucaryota dzigki
badaniom, ktore opieraly sie na analizie sekwencji genu
kodujacego rybosomalne RNA. Krolestwo Monera
obejmujace dwie domeny: bakterie i archeony sklasyfi-
kowane zgodnie z teorig Woese. Teoria pieciu krdlestwo
koncentruje si¢ na réznorodnosci gatunkowej, pod-
czas gdy teoria trzech domen koncentruje si¢ na roz-
norodnosci genetycznej. Z powodu mikroskopijnych
rozmiaréw bakterii, trudno jest oceni¢ ich stopien roz-
norodnosci genetycznej, ktory jest odzwierciedleniem
roznorodnosci czasteczek budujacych komorke [86].
W dniu 15 maja 2015 roku liczba opisanych i umiesz-
czonych na oficjalnej liscie gatunkéw, obejmujacych
bakterie i archeony wynosifa 15 974 [58]. Isaac Newton
powiedzial ,Co my wiemy to tylko kropelka. Czego
nie wiemy, to caly ocean” [15]. Zgodnie z tym, obecnie
poznane gatunki mikroorganizmoéw stanowig zaledwie
niewielki procent réznorodnosci form zywych.

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa, Panistwowy Instytut Badaw-
czy, ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy; tel. 81 478 69 50; e-mail: agalazka@iung.pulawy.pl
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Uwaza sig, ze do chwili obecnej udalo sie scharak-
teryzowa¢ i wyhodowaé w warunkach laboratoryj-
nych zaledwie jedna setng lub tez duzo mniejszg ilo$¢
organizmow prokariotycznych. Jak podaje literatura
poznano okolo 12% bakterii i 5% grzybow [17, 19, 20,
29]. Niska liczba dotychczas sklasyfikowanych mikro-
organizméw wynika po pierwsze z trudnosci 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 mikroorganizmdw jest
srodowisko naturalne ze szczegélnym uwzglednieniem
gleby. Jeden gram gleby lesnej zawiera szacunkowo
4 x 107 prokariotycznych komoérek podczas gdy jeden
gram uprawianej gleby i Iaki zawiera okoto 2 x 10° pro-
kariotycznych komorek. Genomowe DNA wyizolowane
bezposrednio z gleby, wskazuje na to, iz w 1 gramie
gleby znajduje si¢ okoto 2 000 do 18 000 genomdw pro-
kariotycznych [16, 91, 92].

Gleba jest uktadem wysoce zlozonym i bogatym
pod wzgledem liczebnosci i réznorodnosci mikro-
organizmoéw. Mikroorganizmy odgrywaja kluczowa
role w prawidlowym przebiegu wiekszosci procesdéw
zachodzacych w glebie m.in. w obiegu podstawowych
pierwiastkow, rozkladzie ksenobiotykéw, przebiegu
podstawowych cykli biogeochemicznych. Mikroorga-
nizmy stanowig wysoce zrdznicowana grupe organiz-
mow zywych, stanowigca blisko 60% calej ziemskiej
biomasy z czego 5x 10*° komorek wystepuje w $rodo-
wisku glebowym. Stanowi to ogromny i nie do kornca
poznany, bardzo zréznicowany genetycznie §wiat drob-
noustrojow [35, 68].

Wszystkie wyzej wymienione aspekty oraz gene-
tyczna réznorodno$¢ drobnoustrojow glebowych stwa-
rzajg duze pole do dziatania dla mikrobiologdéw poszu-
kujacych nowych szczepéw o réznych wlasciwosciach
metabolicznych [17, 29].

2. Metody klasyczne stosowane do identyfikacji
bakterii

Rozwdj technik badawczych umozliwil precyzyjne
klasyfikowanie i wiasciwe identyfikowanie badanych
drobnoustrojow. Obecnie taksonomia bakterii oparta
jest na badaniach wielokierunkowych, ktére doty-
czg danych uzyskanych z analizy cech fenotypowych,
genomowych, a takze z analizy filogenetycznej [13, 14,
29, 82, 94].

Dane fenotypowe identyfikacji mikroorganizméw
glebowych stuzg do:

« cech morfologicznych np. ksztalt czy wynik bar-

wienia metoda Grama;

o cech fizjologicznych i biochemicznych np. zdol-

nos¢ do wzrostu w réznych zakresach pH, obec-
no$¢ lub brak aktywnosci enzymow;
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o danych z analiz serologicznych np. réznice w budo-
wie antygendw rzeskowych, somatycznych i po-
wierzchniowych;

o danych z analiz chemotaksonomicznych np. sklad
chemiczny $ciany komorkowej, sklad kwaséw
ttuszczowych [36, 41, 71, 82, 94].

Z kolei zrédlem informacji genomowych sa kwasy
nukleinowe DNA i RNA, a najczeséciej wykorzystywa-
nymi markerami filogenetycznymi sg konserwatywne
sekwencje DNA: 16S rDNA i 23S rDNA oraz sekwencje
gendw podstawowych szlakéw metabolicznych tj.: dnak,
amoA, gyrA, rpoD, recA [6, 16, 31, 34, 55, 82, 96, 98].

W badaniach taksonomicznych wykorzystywane sg
zaréwno klasyczne techniki hodowlane jak i techniki
molekularne. Obowigzuje okreslony schemat tréjpo-
ziomowej piramidy przedstawiajacej trzy etapy obec-
nie przeprowadzanych badan w identyfikacji drobno-
ustrojow (rys. 1) [34, 64, 97]. W niniejszej piramidzie
wyrézniamy trzy poziomy badan, a kazdy kolejny jej
poziom dostarcza bardziej szczegélowych informa-
cji i zaweza liczbe izolatéw poddawanych analizie [34,
63, 64, 94, 97].

DDH

Sekwencjonowanie
genu 16 rRNA

Badania przesiewowe szczepdw

Rys. 1. Trzy etapy badan wykorzystywane w celu ustalenia pozycji
taksonomicznej badanych szczepéw [34] (zmodyfikowano).
DDH - hybrydyzacja DNA-DNA

Podstawg piramidy sa metody przesiewowe tzw.
screening. Maja one na celu szybkie zréznicowanie
duzej liczby izolatéw mikroorganizméw glebowych
i pogrupowanie ich w zaleznosci od stopnia podobien-
stwa. W tym celu do badan uzyte sa testy biochemiczne,
fizjologiczne oraz metody typowania oparte o analize
DNA [34, 64, 94]. Kolejnym szczeblem piramidy jest
ustalenie pozycji filogenetycznej poszczegdlnych grup
(scharakteryzowanych na podstawie poprzedniego
poziomu) w oparciu o analiz¢ pordwnawcza sekwen-
cji genu 16S rRNA. Ostatni etap badan to oznaczenie
metoda hybrydyzacji stopnia podobienistwa DNA-DNA
i oznaczenie przynaleznosci gatunkowej badanego
szczepu [34, 65, 94, 97].
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3. Metody molekularne stosowane do identyfikacji
mikroorganizmow glebowych

Przez wiele lat identyfikacja mikroorganizmow
dotyczyla metod opartych na podlozach hodowlanych
[52]. W latach osiemdziesigtych XX wieku wraz z roz-
wojem technik molekularnych nastgpil intensywny
postep w badaniach z zakresu mikrobiologii. Okazalo
sie, ze w przypadku bakterii glebowych jedynie okoto
0,1% do 1% moze wyrosna¢ na tradycyjnych podtozach
mikrobiologicznych [46, 87, 91].

Znaczna wigkszo$¢ aktywnych metabolicznie mikro-
organizméw glebowych jest niezdolna do wzrostu
w postaci kolonii na selektywnych podiozach agaro-
wych. Szacuje si¢ ze zaledwie ok. 1% z 10° komorek
bakteryjnych wystepujacych w 1 g gleby jest zdolnych do
wzrostu na sztucznych podlozach mikrobiologicznych.
W latach 90. XX wieku po raz pierwszy w literaturze
pojawito si¢ okreslenie mikroorganizmdw ,,zywych, lecz
niedajgcych sie hodowa¢” (VBNC - viable but noncultu-
rable) [31, 64, 65]. Istnieje zatem potrzeba opracowania
szybkich, czutych i rzetelnych metod dajacych mozli-
wos$¢ zaréwno bezposredniej oceny pelnego obrazu
mikrobiologicznego z pominigciem etapu hodowli, jak
i identyfikacji wczesniej wyhodowanego drobnoustroju.
Stosowanie bowiem klasycznych metod mikrobiologicz-
nych opartych na analizie cech fenotypowych drobno-
ustrojow pozwala jedynie na okreslenie zaledwie 1-10%
sktadu populacji mikroorganizméw glebowych [31].

Badanie genomu drobnoustrojow stalo si¢ dopel-
nieniem metod fenotypowych, a nawet nadrzednym
narzedziem w identyfikacji bakterii. Metody geno-
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mowe oparte na technologii badain molekularnych,
nie zalezg od warunkéw hodowli i sg bardziej powta-
rzalne w poréwnaniu do metod klasycznej analizy
fenotypowej. Dodatkowym aspektem przemawiajacym
za przewaga metod genomowych jest fakt, iz kwasy
nukleinowe wystepuja u wszystkich zywych organiz-
moéw [36, 82, 94].

U podstaw metod molekularnych lezy detekcja
makroczasteczek (kwaséw nukleinowych, bialek, kwa-
sow tluszczowych) wystepujacych w organizmach
zywych [31]. Dodatkows zaletg tych metod jest mozli-
wos¢ bezposredniej ekstrakeji tych czastek z gleby, bez
konieczno$ci hodowli mikroorganizmdw. Ilosciowe lub
jakosciowe zmiany w obrebie tych czasteczek swiadczg
o bezposrednich zmianach w zespotach mikroorga-
nizméw w reakcji na biotyczne i abiotyczne czynniki
$rodowiska [31, 65].

Wykorzystywane w identyfikacji drobnoustrojow
glebowych metody molekularne charakteryzuja sie
zroznicowang rozdzielczo$cig, czyli umozliwiajg kla-
syfikowanie szczepéw na réznych poziomach takso-
nomicznych tzn. od szczepu, przez gatunek do rodzaju
i rodziny. Przyktadowo sekwencjonowanie rDNA
pozwala przyporzadkowa¢ szczep do rodzaju, hybry-
dyzacja DNA-DNA Kklasyfikuje do rangi gatunku,
a w obrebie gatunku szczepy roznicuje sie w oparciu np.
o polimorfizm diugosci amplifikowanych fragmentow
restrykcyjnych (AFLP - Amplified Fragment Length
Polymorphism), (rys. 2) [13, 94].

Na przetomie ostatnich dziesiecioleci obserwuje sie
ogromny postep w ocenie zréznicowania drobnoustro-
jow. Jest to zwigzane z intensywnym rozwojem szeregu

RODZINA RODZAJ GATUNEK  SZCZEP

vy & 3 3

polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych

rybotypowanie

amplifikacja fragmentow DNA

(AFLP, AP, PCR, rep-PCR, RAPD, ARDRA)

typowanie fagami

techniki serologiczne (monoklonalne i poliklonalne)

hybrydyzacja DNA-DNA

mol% G+C

Jfingerprinting”

komorkowych kwaséw ttuszczowych FAME

klasyczne testy fenotypowe —

analiza sond DNA —

sekwencjonowanie DNA —

“””um

Rys. 2. Rozdzielczo$¢ metod stosowanych w identyfikacji bakterii [94], zmodyfikowano
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Rys. 3. Metody molekularne stosowane w analizie zréznicowania genetycznego mikroorganizméw glebowych [31]

zaawansowanych metod diagnostycznych opartych na
analizie kwaséw nukleinowych. Metody te umozliwiajg
charakterystyke mikroorganizméw na poziomie funk-
cjonalnym i filogenetycznym. Metody molekularne
stosowane w analizie mikroorganizméw glebowych
umozliwiajg pelna analiz¢ zespolu mikroorganizmow
lub tez czg$ciowq analize charakterystycznej puli drob-
noustrojéw w oparciu o wybrane geny metabolizmu
podstawowego (rys. 3) [31].

4. Analiza zawartosci zasad G+C w DNA

W DNA wystepuja cztery zasady azotowe: dwie
puryny: adenina (A) i guanina (G) oraz dwie pirymi-
dyny: cytozyna (C) i tymina (T), ktérych kolejnos¢
wyznacza informacje genetyczng zawarta w genomie
danego mikroorganizmu [82]. Okreslenie zawartosci
zasad guaniny i cytozyny (G+C) w DNA bylo jedna
z pierwszych metod molekularnej charakterystyki
mikroorganizméw [6, 26, 56, 90]. W polowie XX wieku
opisano reguty dotyczace skladu nukleotydowego DNA
tzw. reguty Chargraffa [10]. Z przeprowadzonych badan
wynikalo, ze: suma puryn (adenina - A i guanina - G)
réwna sie sumie pirymidyn (cytozyna - C i tymina
- T), stosunek molarny adeniny do tyminy réwna si¢ 1,
a guaniny do cytozyny takze wynosi 1, czyli zasady azo-
towe wystepujace w DNA znajduja si¢ w rownowaznych
ilo$ciach: stosunek A:T=1 oraz G:C=1 [10, 12, 28, 82].

Jednakze, wzgledny wspoétczynnik (G+C)/(A+T)
wykazuje réznice w stosunku do badanych mikroorga-

nizmoéw, a dla danego gatunku jest on staly. Zawartos¢
zasad G+C wyrazana jest w mol% a oblicza nastepuja-
cego wzoru [6, 82]:

mol (G+C)

mol% G+C=
mol (A+T+C+G)

x 100%

Réznice zawartosci zasad guaniny i cytozyny (G+C).
jest wykorzystywana do badania réznorodnosci mikro-
organizmoéw $rodowisk glebowych [48, 70]. W DNA
prokaryota zawarto$¢ G+C waha si¢ w granicach od
25mol% do 75 mol% [26, 90]. Z gleby uprawnej zawiera-
jacej 2,3% substancji organicznej i 12% ilu wyizolowano
DNA réznigcy sie zawartoscig zasad G+C, po czym
poréwnano te wartosci do znanych rodzajéw drobno-
ustrojow glebowych i okreslono, iz zawartos¢ zasad G+C
réwna 65% oznacza, ze w glebie znajdowaly sie bakte-
rie nielezace do rodzajow Arthrobacter, Agrobacterium
i Pseudomonas, 69% wskazuje na Streptomyces, z kolei
45% wyrdznia Bacillus i Streptococucus [73]. Natomiast
Nusslein i Tiedje [70] analizowali bioréznorodnosé
pastwisk i gleb lesnych uzywajac metody okreslenia
zawartosci zasad G+C w polaczeniu z technikg ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)
i sekwencjonowaniem rDNA. Kazda z zastosowanych
metod pokazala, iz roéliny majg duzy wplyw na ksztat-
towanie si¢ drobnoustrojéow w §rodowisku glebowym.
Autorzy stwierdzili, ze wszystkie trzy metody badan
spolecznosci mikroorganizméw charakteryzowaly sie
innym poziomem rozdzielczosci oraz, ze metody te
tworza komplementarng grupe testéw do dokladnego
badania mikrobiologicznej réznorodnosci [29, 48].
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Przyjeto, ze organizmy $cile ze sobg spokrewnione
roznia sie zawarto$cig zasad G+C od 3 do 5 mol%, co
wskazuje, ze nalezg do tego samego gatunku [48, 56, 64,
65, 70, 82]. Natomiast w obrebie rodzaju roznica ta nie
moze przekracza¢ 10 mol% [64, 65, 82]. Teoretycznie
im wieksza réznica w zawartosci zasad G+C w DNA
miedzy dwoma organizmami, tym mniej sg one ze sobg
powigzane. Jednakze, nalezy zauwazy¢, ze jakiekolwiek
réznice w mol% G+C s3 wazne w taksonomicznym
okredlaniu grup, to podobienstwo zawartosci zasad
G+C niekoniecznie wskazuje na bliskie pokrewienstwo
organizmow, poniewaz w oznaczeniach nie brane sa po
uwage liniowe sekwencje w czasteczkach. Z kolei nie-
ktore rodzaje jak np. Clostridium (21-54 mol%) i Bacil-
lus (32-69 mol%) wykazuja duza rozpigtos¢ zawartosci
zasad G+C [6, 64, 65, 82]. Aspektem przemawiajacym
za metodg oznaczania zawarto$ci zasad G+C jest fakt,
ze jest to analiza niezalezna od techniki PCR, obejmuje
caly wyizolowany DNA oraz jest to metoda ilo$ciowa,
ktéra pozwala wykry¢ unikalne gatunki drobnoustro-
jow, jednak wymagane sa duze ilosci wyizolowanego
genomowego DNA (do 50 pg) [26, 29, 56, 90].

5. Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych

Hybrydyzacja DNA jest miarg stopnia ztozonosci
genetycznej drobnoustrojow i jest stosowana w celu
oszacowania bioréznorodnosci mikroorganizméw
[91]. Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych to proces
taczenia dwdch nici DNA lub RNA-DNA na podsta-
wie komplementarnosci zasad. W metodzie oznaczania
stopnia podobienstwa DNA-DNA pomiedzy dwoma
organizmami wykorzystuje si¢ wlasciwosci fizykoche-
miczne dwuniciowych kwasow nukleinowych. Wigza-
nia wodorowe w dwuniciowej czasteczce kwasu nukle-
inowego moga ulec rozerwaniu. Dwie nici mogg by¢
rozdzielone do form jednoniciowych droga denaturacji
(wysoka temperaturg) lub w warunkach alkalicznego
pH. Reakcja ta jest odwracalna, tzn. pojedyncze nici
mogg ponownie zosta¢ potgczone (reasocjacja) na zasa-
dzie komplementarnosci nukleotydéw po powrocie do
optymalnej temperatury (rys.4) [63, 82]. Warunkiem
reasocjacji jednoniciowych czasteczek jest fakt, ze roz-
nica w sekwencji nukleotydowej nie moze by¢ wieksza
niz 20% - a wigc musi by¢ spetniony warunek identycz-
nos¢ sekwencji siegajacej przynajmniej 80% [13, 63, 82].

W doswiadczeniach, w ktorych przeprowadzana
jest hybrydyzacja dwoch czasteczek, jedna z nich jest
wyznakowana i tworzy tzw. sonde molekularna, ktéra
stuza do identyfikacji sekwencji komplementarnych
w materiale genetycznym wyizolowanym z mikro-
organizméw. Sondy najczesciej znakuje sie fluores-
cencyjnie np. fluoresceing lub rodaming ale, takze
mozna znakowaé radioaktywnym izotopem np. P
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lub *H lub nieradioaktywnie np. digoskygening [6, 25,
27,40, 73, 85, 89].

Wszystkie techniki hybrydyzacyjne uzywane do
okreslania wzglednego podobienstwa drobnoustro-
jow, pomimo roznic metodycznych opieraja sie na
tych samych podstawach. Izolaty DNA pochodzace
z probek srodowiskowych miesza si¢ ze sobg i denatu-
ruje w celu uzyskania jednoniciowych struktur DNA.
W $cisle okreslonych warunkach reakcji nastepuje
reasocjacja i tworzenie czasteczek hybrydowych. Im
wyzsze podobienstwo genetyczne dwoch badanych
organizmow, tym wiecej majg one wspolnych sekwen-
¢ji nukleotydowych, a co za tym idzie powstaje wiecej
struktur hybrydowych. Poréwnanie wynikow uzyska-
nych dla heteroduplekséw z tymi dla referencyjnego
DNA (homodupleksu), daje nam stopien podobienstwa
DNA-DNA [27, 82, 89].

Wyrézniamy dwa gléwne parametry, ktore stuza do
pomiaru stopnia podobienstwa czasteczek DNA: RBR
oraz AT .

» RBR (Relative Binding Ratio — wzgledny wspdt-
czynnik wigzania) to wskaznik ilo$ci heteroduple-
ksow wzgledem homodupleksow, ktdre sa wzor-
cem 100% reasocjacji.

AT (réznica w temperaturze denaturacji ter-
micznej duplekséw) to wskaznik stabilnoéci ter-
micznej duplekséw DNA, czyli jest to rdznica
w temperaturze denaturacji homodupleksow
i heteroduplekséw. Stopienn denaturacji DNA
zalezy od zawartosci w nim zawartosci G+C, sity
jonowej roztworu oraz temperatury. Warto$¢ T
wskazuje na temperature, przy ktoérej 50% DNA
znajduje si¢ w stanie denaturowanym [39, 64, 82].

Hybrydyzacja genomowego DNA jest podstawa
do klasyfikacji mikroorganizméw do rangi gatunku
[64, 82]. Do jednego gatunku genomowego zaliczamy
szczepy o wartosci hybrydyzacji 70% i wiecej oraz
charakteryzujace si¢ AT_ mniejszg niz 5°C [20, 82,
94, 97]. Metoda hybrydyzacji oceniono réznorodnos¢
drobnoustrojow w 1 gramie réznych gleb i oszacowano
ja na poziomie od 500 tysiecy do nawet 10 milionéw
genomow organizméw 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. biotyng z DNA zwigzanym kowa-
lencyjnie do powierzchni specjalnej mikroptytki [18,
25, 63]. Hybrydyzacja moze by¢ réwniez przeprowa-
dzona na poziomie komdrkowym i moze by¢ wykonana
in situ. Ta metoda dostarcza cennych informacji doty-
czacych rozkladu przestrzennego mikroorganizmoéw
w prébkach $rodowiskowych [42]. Jednym z najbar-
dziej popularnych sposobéw hybrydyzacji DNA jest
technika FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
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Rys. 4. Schemat przedstawiajacy hybrydyzacje kwaséw nukleinowych [82] (zmodyfikowano)

- fluorescent in situ hybridization). Za pomoca tech-
niki FISH mozemy okresla¢ rozklad przestrzenny bak-
terii w roznych $rodowiskach, takich jak np. biofilm
[85]. Ograniczeniem hybrydyzacji FISH jest fakt, ze
bezposrednie badanie probek srodowiskowych wyka-

mikroorganizm
kontrolny

=
mRNA

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

zuje niskg czulo$¢. Zwiazane jest to z obecnoscia matej
liczby kopii sekwencji pochodzacych z gatunkéw domi-
nujacych, ktore prawdopodobnie nie zostang wykryte.
Rozwigzaniem problemu jest technika PCR, gdzie DNA
uzyskany bezposrednio ze srodowiska bedzie stanowil
matryce w reakcji PCR i zostanie zamplifikowany [48].

W identyfikacji mikroorganizméw i badaniu bio-
réznorodnosci coraz czeéciej uzywa sie metody facacej
hybrydyzacje DNA-DNA z mikromacierzami DNA
z ang. microarry (inaczej DNA chip). Metoda mikro-
macierzy DNA opiera si¢ na klasycznych technikach
hybrydyzacyjnych uzywanych do analizy ekspresji
genéw. Wyznakowana prébka (badany material mikro-
biologiczny) jest umieszczana na plytce zawierajacej
sondy DNA o znanej sekwencji nukleotydowe;j. Nastep-
nie pytka taka poddawana jest skanowaniu przez czyt-
nik laserowy, co w efekcie daje punkty $wiecace z rozna
intensywnoscia co spowodowane jest wystepowaniem
charakterystycznych sond dla okreslonych genéw.
Nastepny etap polega na przyporzadkowaniu kazdemu
punktowi liczby okreslajacej natezenie fluorescencji.
Uzyskane w ten sposéb dane liczbowe poddawane sa
analizie bioinformatycznej [5, 11, 44, 56, 62].

Mikromacierze DNA okreslane sg jako uporzad-
kowane zbiory fragmentéw genéw (sond molekular-
nych) (rys.5). Zbiory te wystepuja w postaci jednoni-
ciowych odcinkéw DNA, charakteryzujgcych sie rézna
dtugoscia, skorelowang z typem mikromacierzy [44].
Mikromacierze zbudowane sg z kilku tysiecy punk-
tow unieruchomionych w okre§lonych miejscach na
podiozu, z ktérych kazdy zawiera fragmenty DNA,
czyli pojedyncze sondy. Obecnie uzywane technologie
wytwarzania mikromacierzy zawieraja sondy oligo-
nukleotydowe lub sondy cDNA [44, 56, 62, 100]. Tech-
nika ta umozliwia poréwnanie profili ekspresji genow
komorek, tkanek, organizméw pod wplywem réznych
czynnikéw. Metoda charakteryzuje si¢ mozliwoscia
jednoczesnego analizowania tysiecy genow [22, 62,
84]. Mikromacierze mogg posiada¢ charakterystyczne
geny tzw. tarcze w postaci np. reduktazy azotanowej czy
tez nitrogenazy, dzieki czemu mozliwe jest precyzyjne
okreslenie réznorodnosci mikrobiologicznej. Macierze
moga, takze zawiera¢ fragmenty DNA, pochodzace od
referencyjnych gatunkéw wystepujacych w probkach
$rodowiskowych [38, 56].
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6. Analiza sekwencji kwaséw nukleinowych

Sekwencjonowaniem nazywamy ustalenie kolejnosci
nukleotydéw, ktore stanowig informacje genetyczng
o badanym organizmie, o budowie genéw ich funk-
cjonowaniu oraz o regulacji ich ekspresji [53]. Genom
spelnia kluczowa role w funkcjonowaniu organizmu,
a jego znajomo$¢ ma decydujacy wplyw na rozwoj
wielu dziedzin nauki. Duze znaczenie analizy sekwen-
cyjnej odzwierciedla si¢ w wzrastajgcym rozwoju
technik sekwencjonowania. Metody sekwencjonowa-
nia bazuja zasadniczo na dwoch metodach: metodzie
terminacji tancucha zwanej inaczej dideoksy sekwen-
cjonowaniem i metodzie Maxama i Gilberta opartej na
chemicznej degradacji DNA [54, 66, 75, 79, 83]. Wiele
grup badawczych na calym $wiecie prowadzilo badania
na rzecz rozwoju alternatywnych zasad sekwencjono-
wania DNA. Trzy metody, ktére wydaja si¢ by¢ bardzo
obiecujgce to sekwencjonowanie przez hybrydyzacje
[47, 72], sekwencjonowanie oparte rownolegle na liga-
¢ji i rozszczepieniu [9] oraz pirosekwencjonowanie
(80, 81]. Stosunkowo nowg ale powszechnie stosowang
technologia oznaczania sekwencji kwaséw nukleino-
wych jest pirosekwencjonowanie [79] (rys. 6). Metoda
ta nazywana jest tez sekwencjonowaniem w czasie rze-
czywistym. Podstawg metody jest pomiar ilo$ci pirofos-
foranu (PP ), uwalnianego w momencie wbudowywania
komplementarnej zasady do nowosyntetyzowanej nici
DNA. Detekcji dokonuje sie posrednio, poprzez reje-
stracje sygnalu swietlnego, bedacego wynikiem serii

Polimeraza

ACCTTGAGTACCATCTAGGA ------------
AGATCCT ------mmmm-

dATP l

PPi
Apyraza
l Sulfurylaza-ATP

K_\ ATP
(d)XMP l

Rys. 6. Schemat procedury pirosekwencjonowania, X - jeden
z czterech nukleotydow [80, 81], zmodyfikowano
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Rys. 7. Przyktadowy pyrogram [80], zmodyfikowano

reakcji enzymatycznych. Reakcja przeprowadzana jest
w obecnosci specyficznego startera i czterech enzy-
mow: fragmentu Klenowa polimerazy DNA, sulfury-
lazy ATP, lucyferazy i apyrazy oraz substratow (ANTP).
Sulfurylaza ATP katalizuje przeksztalcenie PPi w ATP
w obecnosci adenozyno-5’-fosfosiarczanu. ATP przy
udziale lucyferazy indukuje konwersje lucyferyny do
oksylucyferyny czego efektem jest emisja §wiatla o nate-
zeniu proporcjonalnym do liczby wbudowywanych
nukleotydow. Jest ono rejestrowane przez kamere CCD
i uwidaczniane w postaci pyrogramu. Ostatni etap to
degradacja nadmiaru dNTP i ATP przez apyraze (rys. 6
irys.7) [3,7, 27,43, 53,79, 88].

Dzieki szybkiemu postepowi w analizie bioinforma-
tycznej, informacje uzyskane z metod sekwencjonowa-
nia, kazdy badacz moze przeanalizowa¢ samodzielnie
wykorzystujac powszechnie dostepne bazy danych,
w ktérych zgromadzono sekwencje genomowe orga-
nizmoéw. Istniejg dwa gtowne serwery, w ktorych prze-
chowywane sa sekwencje genomowe: europejski EMBL
oraz amerykanski GenBank [34, 69]. Obecnie obser-
wujemy wykladniczy wzrost liczby kompletnie zse-
kwencjonowanych genoméw. Na poczatku 2015 roku
liczba zsekwencjonowanych genoméw wynosita 63 170
(wg bazy danych GOLD) w tym z krélestwa (domeny)
Archaea - 1078, Bacteria — 45 076, Eukaryota — 9 059
[45, 60]. Zsekwencjonowane zostaly takze genomy
bakterii glebowych. W pelni poznany jest chociazby
genom Bradyrhizobium sp. BTAil, 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].

Poréwnawcza charakterystyka (molekularna) izo-
latéw bakterii i doktadna ich identyfikacja jest jednym
z gtéwnych probleméw w mikrobiologii. Dla wielu
gatunkow mikroroganziméw technika MLST - Mul-
tilocus Sequence Typing uwazana jest za ,zloty stan-
dard” [57, 74]. Metoda ta polega na analizie zazwyczaj
siedmiu sekwencji gendw metabolizmu podstawowego
(housekeeping genes) rozproszonych na chromosomie
i powszechnie wystepujacych u wszystkich badanych
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organizmow. Technika ta charakteryzuje sie bardzo
wysoka powtarzalnoscig, poniewaz opiera si¢ na ana-
lizie zmian (mutacji punktowych) w sekwencji nukleo-
tydowej gendw metabolizmu podstawowego [1, 23, 61,
93]. Sekwencje kazdego fragmentu sa poréwnywane ze
wszystkimi weze$niej zidentyfikowanymi sekwencjami
(allelami) w tym locus [1]. Allele siedmiu loci tworza
profil alleliczny, a nastepnie typ sekwencyjny ST (Sequ-
ence Type). Technika MLST pozwolita utworzy¢ dwie
gléwne sieci ogolnodostepnych migedzynarodowych baz
danych znajdujacych sie w Imperial College w Londy-
nie [67] i Oxford University [1, 24, 76].

Badania nad identyfikacja mikroorganizmoéw doty-
cz3, takze pomiaru sredniego podobienstwa sekwencji
nukleotydowych ANI (Average Nucleotide Identtity)
pomiedzy wspolnymi genami dwodch szczepow, ktorych
genom zostal zsekwencjonowany [51]. Szczepy z co
najmniej 95% ANI naleza do tego samego gatunku.
Parametr ten jest rzetelnym i niezawodnym kryterium
okreslania pokrewienstwa mikroorganizméw. Technika
ANTI jest wyjatkowo czula metoda pomiaru ewolucyj-
nego pokrewienstwa pomiedzy $cisle spokrewnionymi
szczepami bakterii, czyli takimi, ktore wykazujg wiek-
sze niz 60% ANI, wiekszy niz 97% stopien identycz-
nosci sekwencji genu 16S rRNA [50, 51]. W badaniach
Gorisa i wsp. stwierdzono zbiezno$¢ 95% ANI i 70%
DDH (hybrydyzacja DNA-DNA, ponadto wykazano, ze
parametr ANI wskazuje najwieksza korelacje z wartos-
ciami DDH, po$rod kilku badanych parametrow[37].

Analiza sekwencji rRNA jest jednym z najczesciej
stosowanych parametrow umozliwiajacych ustalenie
powigzan filogenetycznych pomiedzy mikroorganiz-
mami [94]. Czasteczka rRNA spelnia jednoczesnie
kilka waznych kryteriow, a mianowicie wystepuje
powszechnie u wszystkich badanych organizméw, jest
funkcjonalnie stala (wchodzi w sktad rybosomu, kto-
rego podstawowa funkcjg jest synteza biatka), zawiera
domeny konserwowane i zmienne oraz posiada odpo-
wiednig wielkos$¢, niosaca wystarczajaca ilo$¢ infor-
macji [64, 82, 94]. W ciagu ostatnich 25 lat, metody
obejmujgce analize rRNA lub geny kodujgce rRNA
(rDNA) zrewolucjonizowaly taksonomig organizméw
prokariotycznych [82]. Rybosomy Procaryota zbu-
dowane s3 z trzech typéw rRNA o statych sedymen-
tacji 5S rRNA (120 nukleotydéw), 16S rRNA (1650
nukleotydéw) i 23S rRNA (3300 nukleotydéw) [8,
82]. Obecnie ze wzgledu na niewielkg ilo$¢ informa-
cji genetycznej niesionej przez czasteczke 55 rRNA
nie jest ona stosowana przy identyfikacji mikroorga-
nizmoéw. Sekwencjonowanie czasteczki 23S rRNA ze
wzgledu na jej wielkos¢, takze nie jest powszechnie
stosowane w analizach filogenetycznych. Natomiast
sekwencjonowanie czgsteczki 16SrRNA stalo sie
obecnie standardem w badaniach taksonomicznych
bakterii [94]. Bazy danych zawierajace znaczne iloéci
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sekwencji 16S rDNA z pewnoscig przyczynily si¢ do
czestego stosowania tego markera w badaniach poréw-
nawczych mikroorganizmoéw [82, 94]. Przykladowo
na stronie internetowej Ribosomal Database Project
Relasae zgromadzono 3224 600 sekwencji 16S rDNA
bakterii i archeonéw (stan na dzien 26 maj 2015 rok)
[78]. Jednakze istnieja pewne ograniczenia w zasto-
sowaniu genu 16SrDNA w identyfikacji mikroorga-
nizméw. Nalezy pamietaé, ze ze wzgledu na wolne
tempo ewolucji, ktore charakteryzuje 16S rDNA, ze nie
powinna by¢ stosowana do klasyfikacji blisko spokrew-
nionych organizmoéw [59, 94]. Dodatkowym proble-
mem moze by¢ fakt, ze genomy bakteryjne moga zwie-
ra¢ kilka kopii genéw rDNA, ktore w obrebie jednego
organizmu moga ro6zni¢ sie sekwencja np. u Sinorhizo-
bium meliloti 1021 i Rhiozbium etli CFN42 jest ich trzy
[2, 64]. Gdy stopien podobienstwa sekwencji 16S rDNA
dwdch szczepdw wynosi przynajmniej 95%, wowczas
organizmy zaliczane sg do tego samego rodzaju. Z kolei,
gdy identycznos¢ sekwencji 16S rDNA wynosi wiecej
niz 97%, wéwczas organizmy mozna uznac za ten sam
gatunek [13, 77, 82, 94].

7. Podsumowanie

W pracy przedstawiono wybrane metody moleku-
larne wykorzystywane do badan mikroorganizmdw
glebowych. Analiza bioréznorodnosci srodowiska gle-
bowego jest wazna nie tylko dla podstawowych badan
naukowych, ale takze dla badan dotyczacych poszuki-
wania nowych szczepow. Liczba dotychczas zidentyfi-
kowanych mikroorganizméw jest niska. Ograniczeniem
w klasyfikacji drobnoustrojéow sg problemy w izo-
lacji w postaci czystych kultur i ograniczona wiedza
na temat cech fenotypowych i genomowych. Metody
molekularne stosowane w identyfikacji drobnoustrojow
glebowych majg przewage nad klasycznymi metodami
fenotypowymi, poniewaz s3 niezalezne od warunkéw
hodowli, sa bardziej powtarzalne i czule. Genomika
w sposob znaczacy weryfikuje dotychczasowy analize
bioréznorodnosci oraz rozbudza olbrzymie nadzieje
na dotarcie do mikroorganizméw niehodowanych.
Wykorzystywane metody molekularne umozliwiaja
klasyfikowanie szczepéw. I tak analiza zawartosci zasad
G+C wyznacza granice gatunku, podobnie jest w przy-
padku metody hybrydyzacji. Sekwencjonowanie DNA
pozwala réznicowac szczepy od gatunku przez rodzaj,
az do rodziny. Natomiast analiza sekwencji 16S rRNA
umozliwia klasyfikacje mikroorganizméw na poziomie
gatunku i rodzaju. Postgp technologiczny i malejace
koszty analiz genomowych sg czynnikiem zach¢cajacym
do coraz powszechniejszego stosowania metod moleku-
larnych. Wyzwaniem dla mikrobiologéw jest udoskona-
lanie i rozpowszechnienie metod genomowych.
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