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Genetic differentiation methods of microorganisms in the soil - plant system

Abstract: Biodiversity is a key concept in finding important features of new microorganisms. Microorganisms play an important role
in the soil ecosystem and participate, among others, in such processes as the maintenance of soil structure, humification, release of
organic compounds, disposal of pollutants and transformation of organic matter. The maintenance of competent state of soil microbial
communities, i.e. the appropriate microorganism count, activity and diversity, is a necessary condition for the functioning of a highly
complex system such as the soil. Phyllosphere bacteria have the potential to influence plant biogeography and ecosystem function
through their influence on plant performance under different environmental conditions, but the drivers of variation in leaf-associated
bacterial biodiversity among host plants are not well understood. Hence, undoubtedly, an important research aspect is the selection and
development of indicators to evaluate microbial biodiversity of the soil and plant phyllosphere. In this publication, selected molecular
methods used for the diversity assessment of microorganisms have been presented.
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1. Wstep

Mikroorganizmy tworzac wielogatunkowe zbiorowi-
ska, wytwarzaja sie¢ zalezno$ci miedzy poszczegdlnymi
grupami fizjologicznymi [9]. Procesy syntezy i degrada-
cji, przeprowadzane przez zbiorowiska mikroorganiz-
mow, powinny by¢ postrzegane jako suma funkeji, za
ktore odpowiadajg zespoly drobnoustrojow, a nie tylko
pojedyncze gatunki. Badania aktywno$ci mikroorga-
nizméw w zbiorowiskach sg niezbedne w celu poznania
ekologii drobnoustrojéw w biocenozach i powinny by¢
analizowane w powigzaniu z istniejagcymi warunkami
srodowiskowymi.

Réznorodnos¢ mikrobiologiczna moze by¢ ogra-
niczona w warunkach naturalnych poprzez nieodpo-
wiednie czynniki srodowiskowe, do ktdrych naleza
m.in. ograniczone zasoby pokarmowe oraz zaburzenia
ekologiczne i fizyczne czynniki przewyzszajace toleran-
cje organizmu, jak réwniez interakcje miedzygatun-
kowe uniemozliwiajace wystepowanie lub utrzymanie
gatunku w danym $rodowisku [18]. Stad tez niewatpli-

wie waznym aspektem badawczym jest dobor i opra-
cowanie wskaznikow do oceny i ksztaltowania biordz-
norodnosci mikrobiologicznej srodowiska glebowego
i aktywnosci mikroorganizmoéw glebowych w réznych
warunkach siedliskowych roslin oraz w réznych syste-
mach gospodarowania [20, 32].

Prawidlowg strukture gleby oraz jej zyzno$¢ warun-
kuje wzmozona aktywnos¢ biologiczna gleby, tzn. pra-
widlowy rozwoj, liczbe oraz sklad gatunkowy mikro-
organizmow, a takze ich aktywnos$¢ enzymatyczna.
Drobnoustroje glebowe stanowig bardzo wazng funk-
cjonalnie grupe, nalezacg do organizméw zasiedlaja-
cych glebe. Stad tez w badaniach nad wystepowaniem
mikroorganizméw glebowych nie tylko wazna jest
ich sama jakosciowa i ilosciowa obecnos¢, ale przede
wszystkim petnione przez nie funkgje, ich rola w danym
ekosystemie [8].

Fyllosfera wraz z zasiedlajagcymi ja organizmami
ma duze znaczenie srodowiskowe i rolnicze, gléwnie
ze wzgledu na wplyw mikroorganizméw na wzrost,
rozwdj a tym samym plonowanie roslin. Sprawia to, ze
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mikroorganizmy wraz z komérkami gospodarza tworza
kompleksowy ekosystem decydujacy o wielu réznych
procesach biologicznych. Mikroorganizmy kolonizuja
rozne czesci roélin, wystepuja na powierzchni lisci,
na korzeniach, w nasionach oraz miedzykomorkowo
i wewnatrzkomoérkowo w tkankach i w wigzkach prze-
wodzacych. Miejsca te cechujg si¢ innymi warunkami
i innymi wydzielinami, ktére mogg by¢ zrédlem wegla
i energii lub czynnikiem hamujacym rozwdj dla okres-
lonych mikroorganizméw. Zasiedlenie powierzchni
lisci jest uzaleznione od wielu czynnikéw $rodowisko-
wych, od oddziatlywan lis¢ - srodowisko oraz fizycz-
nych i genetycznych wilasciwosci rosliny i mikroorga-
nizmoéw oraz sposobu uprawy i ochrony roélin. Czgsto
oddzialywanie to pozytywnie wptywa na rozwdj roslin,
przykladem moze by¢ wigzanie azotu atmosferycznego,
poprawa nabycia skltadnikow odzywczych, ogranicze-
nie infekcji patogendw roslinnych lub tez degradacja
niektérych zanieczyszczen $rodowiskowych [29, 34].
Badania z zakresu roznorodnosci mikroorganizméw
w $rodowisku, w tym i na powierzchni roslin sg waz-
nym aspektem nie tylko z naukowego punktu widzenia,
ale rdwniez z powodu doktadnego zrozumienia inter-
akeji pomiedzy bioréznorodnoscia a funkeja i struktura
konsorcjum mikroorganizmodw.

W badaniach $rodowiskowych dazy si¢ do wyko-
rzystywania metod diagnostycznych, ktore precyzyjnie
i w krétkim czasie ocenig stan drobnoustrojow wyste-
pujacych w danym $rodowisku. Szybkie i ciggte zmiany
srodowiska glebowego czy tez fyllosfery powoduja
potrzebe tworzenia precyzyjnych testow diagnostycz-
nych. Poniewaz wiekszosci drobnoustrojow nie mozna
wyhodowa¢ na podtozach mikrobiologicznych, stad tez
najskuteczniejsza metoda ich identyfikacji i analiz sg
metody biologii molekularnej. Badania $srodowiskowe
coraz czgsciej koncentruj si¢ na probach oceny zmian
w strukturze zespotéw mikroorganizméw zachodza-
cych pod wplywem czynnikéw abiotycznych i bio-
tycznych. Poszukuje si¢ specjalnych bioindykatordw,
ktére okreslaja dowolng, genetycznie kontrolowana
ceche fenotypowg lub tez dowolng réznice genetyczna
wykorzystywang w celu ujawnienia polimorfizmu
osobniczego. W ten sposdb okreslane s réznice wyste-
pujace miedzy poszczegdlnymi osobnikami, gatunkami
i odmianami. Wskazniki te nie powinny podlega¢ wply-
wom czynnikéw srodowiskowych, a ich gléwna zasada
jest ujawnianie szerokiego zakresu zmienno$ci badane;j
cechy [32, 40]. Dobry system markerowy jest przede
wszystkim powtarzalny, tani, wiarygodny, fatwy w apli-
kacji i nie wymagajacy skomplikowanego sprzetu do
detekeji uzyskanych produktéw. Dobdr optymalnego
systemu w badaniach genetycznych niejednokrotnie
nastrecza genetykom wiele trudnosci. Niemniej jed-
nak wsrod wielu dostepnych systeméw markerowych
i zwigzanych z nimi technik mozna wybra¢ takie, ktdre
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wlasciwie zidentyfikuja zmienno$¢ badanych sekwen-
¢ji nukleotydowych. Poszczegdlne systemy roznig sie
miedzy soba, co wynika z ich specyfiki oraz typu i po-
ziomu polimorfizmu, ktéry okreslaja [9, 40]. Narze-
dziami umozliwiajgcym analize réznorodnosci mikro-
biologicznej s3 techniki biologii molekularnej, techniki
genetyczne, a wérod nich jedng z najwazniejszych jest
tancuchowa reakcja polimerazy, czyli PCR (Polymerase
Chain Reaction), technika opracowana w latach 1980.
Wigkszo$¢ metod analizy bioréznorodnosci opiera sie
wiasnie na technice PCR. Sg to migdzy innymi PCR-
-RFLP, TRFLP, ARDRA, rep-PCR, RAPD [39].

Ponizej scharakteryzowano wybrane i najbardziej
popularne systemy molekularne wykorzystywane w ba-
daniach bioréznorodnosci mikroorganizméw, ktore
bazujg na technice PCR i wlasciwosciach topnienia
DNA: DGGE/TGEE, SSCP i Real Time PCR.

2. Elektroforeza w gradiencie denaturujacym DGGE,
elektroforeza w gradiencie temperatury TGGE

Jednym z najbardziej skutecznych narzedzi biologii
molekularnej, pozwalajacym monitorowa¢ zmiany
genotypowe jest metoda PCR-DGGE. Elektroforeza ta
faczy amplifikacje metodg fancuchowej reakcji polime-
razy z uzyciem specyficznych lub ogdlnych starterow
z elektroforeza w gradiencie czynnika denaturujacego.

Elektroforeza w gradiencie denaturujagcym DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) [11-12,
45, 53-54] i elektroforeza w gradiencie temperatury
TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis)
[45, 53-54, 65]. Sa to wydajne techniki molekularne,
w ktorych moga by¢ rozdzielane fragmenty DNA
o takiej samej dlugosci, ale o roznej sekwencji [45,
53-54]. Rozdzielanie fragmentéw DNA powstalych
w trakcie elektroforezy DGGE i TGGE jest zalezne od
zmniejszonej ruchliwosci elektroforetycznej cze$ciowo
stopionych dwuniciowych czasteczek DNA w zelu
poliakrylamidowym zawierajacym liniowy gradient
denaturatéw DNA lub temperatury [45, 53-54]. Pier-
wotnie techniki te zostaty opracowane w celu wykry-
wania punktowych mutacji w sekwencji DNA [11,
35, 79]. Muyzer i wsp. [55] rozszerzyli stosowanie
metody DGGE do analizy mikrobiologicznej bio-
roznorodnosci genetycznej. DNA genomowy ekstra-
howany z prébek srodowiskowych, np. z gleby jest
amplifikowany za pomoca reakcji PCR przy uzyciu
uniwersalnych starteréw, ktére sa skierowane do
czesci sekwencji 16S rRNA badz 18S rRNA [10, 50].
Pierwotnie proponowany system oparty byl na regio-
nie V3 genu 16S rRNA [24]. Heuer i wsp. [25] opisali
uklad PCR-DGGE w oparciu o region V6 tego samego
genu. Region ten charakteryzuje si¢ najwigksza zmien-
noscig w calym genie rRNA, co teoretycznie pozwala
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na najbardziej optymalne typowanie niemal wszystkich
zbiorowisk bakteryjnych [3, 57].

Poczatkowo, konsorcja mikroorganizméw poréw-
nywano wykorzystujac amplikony otrzymane z tak
zwanych uniwersalnych starteréw, np. specyficznych
dla domeny Bacteria [2, 24, 55]. Pdzniej zostaly opra-
cowane specyficzne startery skierowane do grup
drobnoustrojéw, co skutkuje lepsza oceng niektérych
populacji i lepsza definicja ztozonych wzoréw kon-
sorcjow z takich $rodowisk jak gleba czy ryzosfera.
Niektore z tych specyficznych starteréw skierowane
s3 do docelowych duzych grup bakterii, takich jak
a i B-Proteobacteria [1, 2] lub typu Actinobacteria (2,
23]. Dokladniejsze startery opracowano takze dla
rodzaju Pseudomonas [2, 16, 42, 48, 83], Paenibacil-
lus [2, 7], Burkholderia [2, 66]. Opracowane zostaly
réwniez startery oparte na sekwencji innych genow.
Pierwszy zaprojektowany starter w analizy DGGE byt
oparty na genie rpoB, ktéry koduje enzym polimeraze
RNA [2, 59]. Do analizy DGGE wykorzystywane sa,
takze inne geny funkcjonalne np. nifH, obecny w bak-
teriach wigzacych azot [2, 64], czy gen mxaF obecny
w Methylobacterium spp. i innych bakteriach metylo-
troficznych [2, 13, 22]. Zaletg analizy na podstawie
genéw funkcjonalnych jest mozliwos¢ identyfika-
¢ji mikroorganizméw jak réwniez ocena aktywnosci
zbiorowosci w danym procesie w srodowisku [2]. Po
reakcji amplifikacji otrzymujemy mieszanine frag-
mentow o takiej samej dlugosci ale rdznej sekwencji
nukleotydowej, poniewaz w probce znajduje si¢ duza
liczba réznych genotypéw. Kazdy z nich ma inng tem-
perature topnienia DNA. Uzywane w procesie ampli-
fikacji uniwersalne startery sa bogate w sekwencje
GC, majg dolgczany tzw. ,ogon” =,zacisk” GC, czyli
fragment okoto 30 +40 par zasad GC, charakteryzujacy
sie wysoka temperaturg topnienia, dzigki temu zapo-
biegamy calkowitemu rozszczepieniu (dysocjacji) nici
DNA (przynajmniej cze$¢ DNA pozostaje dwuniciowa).
W przypadku braku ,,ogona” GC, DNA bedzie ulegalo
denaturacji na pojedyncze nici [5, 8, 10, 35, 56, 87].
Najczesciej uzywanym ,,zaciskiem” GC jest zaprojek-
towany przez Muyzer i wsp. [55]: 5-CCG CGC CGC
CCG GCG CCC CCC GTC CCG CCG CccC cCa
CCC G-3 Istnieje jeszcze kilka ,,zaciskow” GC obecnie
uzywanych, ktére roznig si¢ wlasciwosciami topienia,
a tym samym s3 przydatne w szczeg6lnych warunkach
[54, 79]. Po elektroforezie zostaje utworzony okres-
lony wzér, czyli odcisk DNA tzw. ,fingerprinting”
okreslajacy genetyczna bior6znorodno$¢. Wynik ana-
lizy DGGE/TGGE przedstawia obraz sktadajacy sie
z prazkow o réznych intensywnosciach. Intensywnosci
prazkow odpowiadaja czestotliwosci poszczegdlnych
produktéw PCR w mieszaninie reakcyjnej [79]. Wzory
DNA mozna wzajemnie poréwnywac, a dobrze rozdzie-
lone prazki DGGE moga zosta¢ wycigte z zelu i moga
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by¢ poddane identyfikacji przy zastosowaniu techniki
sekwencjonowania (Rys. 1) [87].

Rozdzielanie jest oparte na réznicy w ruchliwosci
czg$ciowo stopionych czasteczek DNA w zelach polia-
krylamidowych, zawierajacych liniowy gradient dena-
turantow DNA (mocznik i formamid). W gradiencie
denaturacji, fragmenty DNA migruja pod wplywem
pola elektrycznego, gdy fragment DNA osiagga pozycje
w gradiencie, w ktérym sie ,,topi’, to mobilno$¢ frag-
mentu szybko si¢ zmniejsza [79]. Rdznice w sekwencji
w obrebie fragmentéw DNA powodujg roznice w tem-
peraturze topnienia, a tym samym wplywaja na roz-
dziat w denaturujacych zelach gradientowych [10, 30,
51, 57, 66]. Po osiagnieciu swojego punktu denaturacji,
jednoniciowe fragmenty DNA wykazuja zmniejszona
ruchliwoscig elektroforetyczng zwang retardacja [33].
Rozne warianty sekwencji fragmentéw DNA beda
wiec odzwierciedleniem migracji w réznych pozycjach
w zelu, zgodnie ze stezeniem s$rodka denaturujacego
[10]. Teoretycznie sekwencje DNA wykazujace rdznice
tylko w jednej z par zasad moga by¢ rozdzielone tech-
nika DGGE [10, 47]. Metoda TGGE wykorzystuje ta
samg zasade, jak DGGE, ale opiera si¢ na gradiencie
temperatur zamiast denaturantéw chemicznych [10,
30, 35, 56, 63].

Gléwne trudnosci i ograniczenia
metody DGGE/TGGE to:

o dobdr odpowiedniego startera do przedstawiania
calej populacji mikroorganizmoéw,
optymalizacja warunkéw elektroforezy,
ograniczona czulo§¢ w wykrywaniu rzadkich
cztonkow populacji mikroorganizmow,
oddzielenie tylko matych fragmentéw DNA do
500 par zasad,

« odchylenia w reakcji PCR, ktére s3 moga nie
wyrazi¢ prawdziwej réznorodnosci, poniewaz
tylko gatunki dominujace ilosciowo wykrywa si¢
z powodu duzej ilo$ci dostepnych wzoréw DNA,
zmienna efektywnos¢ ekstrakcji DNA - ocenia
sie, ze metoda DGGE mozna wykry¢ tylko 1-2%
populacji gatunkéw dominujgcych obecnych
w reprezentatywnej probce srodowiskowej,
fragmenty DNA roznigce si¢ sekwencja moga
miec¢ podobne cechy mobilnosci w zelu poliakry-
lamidowym,

zaburzenia obrazu réznorodnoéci zespotu mikro-
organizmow z powodu wystepowania wielu gendw
16S rRNA o nieco zmiennej sekwencji [5, 10,
41-42, 44, 54-55, 73, 80].

Z kolei zaletami metod DGGE / TGGE sa:

» $§ledzenie zmian w populacji drobnoustrojow w od-

powiedzi na bodzce,

o powtarzalno$¢ metod i niskie ich koszty,

» mozliwo$¢ analizowania wielu prébek réwnocze$-

nie [10, 30, 35, 55].
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Metody DGGE/TGGE znajduja szerokie zastoso-
wanie w badaniach dotyczacych ekologii mikroorga-
nizmow, a zwlaszcza w wykrywaniu i poréwnywaniu
populacji drobnoustrojéw, a takze w analizie mikrobio-
logicznej roznorodnosci w obrebie réznych srodowisk,
w tym takze gleb skazonych [5, 41].

Jiiwsp. [28] w glebach sztucznie zanieczyszczonych
zwigzkami z grupy monoaromatycznych weglowodo-
réw (benzen, toluen, etylobenzen oraz ksylen), anali-
zowali zmiany w obrebie populacji mikroorganizmoéw,
co w rezultacie wskazywalo na wzrost liczby bakterii
z grupy Acinetobacter i Bacillus. Inne obserwacje doty-
czace bakterii z grupy Sphingomonas wyizolowanych
z gleb zanieczyszczonych réznymi stezeniami WWA
(wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne) wyka-
zaly, Ze najmniejszg bioréznorodnos¢ (w obrebie tego
rodzaju) wykazujg gleby zanieczyszczone WWA [37].
W glebie zanieczyszczonej substancjami ropopochod-
nymi czesto wyksztalca sie bardzo aktywna autochto-
niczna grupa drobnoustrojow wykorzystujaca sktadniki
zanieczyszczen jako jedyne zrodlo wegla [14, 15].

Z kolei celem pracy Vendan i wsp. [82] bylo okres-
lenie zmiany w profilach PCR-DGGE zbiorowisk bak-
teryjnych zwigzanych z ryzosfera zenszenia. Zaob-
serwowano roznice w dominacji intensywnosci pasm
DNA w profilu, wskazujgce na wahania w struktu-
rze populacji mikroorganizméw. Niektore zespoly
byly intensywne w profilu DGGE gleby z ryzosfery,
a inne byly bardzo slabe, co wskazuje, ze ich poziom
w populacji byl niski. W glebie dominowaly rzedy
Actinomycetales z Actinobacteria, Sphingomonadales
i Rhizobiales z «o-Proteobacteria. Zaobserwowano, ze
gleba ryzosferowa jednorocznego jak i dwuletniego
zenszenia jest bogata w bakterie z typu Actinobacte-
ria i a-Proteobacteria. Mieszany sklad organizmoéw
odnotowano w trzecim i czwartym roku badan. Sklad
populacyjny bakterii w ryzosferze moze zmienia¢ sie¢
dynamicznie i moze mie¢ duzy wplyw na rozwdj roslin.
Z kolei wiek rogliny jest jednym z wazniejszych czyn-
nikoéw, ktére wplywaja na mikrobiologiczng populacje
zwigzang z ryzosfera rosliny.

Yang i wsp. [86] analizowali mikroorganizmy zasie-
dlajace fyllosfere roélin uprawnych tj. cztery odmiany
drzew cytrusowych, bawelne, kukurydze, buraki cu-
krowe i zielong fasole. W badaniach wykorzystali tech-
nike DGGE z og6lnymi starterami do genu 16S rRNA.
Badania wykazaly, ze struktura konsorcjum mikroor-
ganizmdéw byla podobna w réznych odmianach tego
samego gatunku rosliny (odmiany drzew cytrusowych),
a unikalna w réznych gatunkach roélin. W grupie drzew
cytrusowych, podobne struktury mikroorganizmoéow
wyrdzniono w dwoch odmianach.

Gomes i wsp. [19] badali bakteryjna réznorodnos¢
i dynamike populacji w ryzosferze dwdéch odmian
kukurydzy (Nitroflint i Nitrodent) uprawianych na
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glebach tropikalnych technikg elektroforezy TGGE
opartej na analizie molekularnej genu 16S rRNA. Ana-
liza DNA zostala wykonana z bezposrednio pobranych
probek glebowych w trzech réznych etapach wzrostu
roélin. Wyznaczono liczbe bakterii tlenowych. Wzory
prazkow najbardziej dominujacych populacji bakterii
byty generowane przez technike TGGE opartg o gen
16S rRNA powielony z catkowitego DNA przy udziale
specyficznych dla eubakterii starteréw. Aby zmniejszy¢
zfozonos¢ ,,odciskow palcow” - ,fingerprints” TGGE
i analizowa¢ mniej liczne populacje, wykorzystano
startery specyficzne dla réznych grup filogenetycz-
nych (a-Proteobacteria i -Proteobacteria oraz Actino-
mycetales). Poréwnanie wzoréw TGGE wskazuja, ze
réznorodno$¢ bakteryjna analizowana w réznych
fazach wzrostu roslin dla obu odmian byta podobna.
Poréwnanie profili TGGE «a- i -Proteobacteria i pro-
mieniowcéw obu odmian potwierdzily t¢ obserwacje.
Profile TGGE odzwierciedlajg silne zmiany sezonowe
w populacji bakterii w ryzosferze, ktére moga by¢
réwniez obserwowane z wzoréow TGGE a- i f3-Pro-
teobacteria i w mniejszym stopniu dla promieniow-
cow. Wzory prazkow z ryzosfery mlodych roslin wyka-
zywaly zmniejszong zlozonos¢. Sekwencjonowanie
dominujacych populacji wykazalo, ze na wszystkich
etapach wzrostu roslin zidentyfikowano komorki bak-
terii z rodzaju Arthrobacter.

Technike TGGE z amplifikacja PCR fragmentu 16S
rDNA zastosowano rowniez z powodzeniem do pordw-
nania populacji bakterii znajdujacych sie w ryzosferze
i fyllosferze transgenicznego ziemniaka z ekspresja
lizozymu T4 i nietransgenicznej roéliny ziemniaka.
Wzory prazkéw TGGE fragmentéw rDNA z ryzo-
sfery byly prawie identyczne dla roéliny transgenicznej
i nietransgenicznej. W przeciwienstwie do tego, profile
uzyskane z probek z fyllosfery wykazywaly mniejszy
stopien ztozonosci, ale pokazywaly duzo wigksze roz-
nice pomiedzy roslinami [23-24, 54].

3. Polimorfizm konformacji jednoniciowych
fragmentow DNA, SSCP

Polimorfizm konformacji jednoniciowych frag-
mentéw DNA, SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism), jest to tzw. technika ,,odciskdéw palca”
- ,fingerprinting” majgca na celu rozdziat elektrofore-
tyczny fragmentéw DNA o tej samej dlugosci zgodnie
z ich réznicami w ruchliwo$ci, wywotanymi zmianami
w strukturze drugorzedowej [5, 33]. Metoda ta umoz-
liwia réznicowanie czasteczek DNA o takiej samej
dlugosci, ale rdoznej sekwencje nukleotydowej [10].
Technika SSCP zostala opracowana w celu wykrywa-
nia znanych lub nowych polimorfizméw lub mutacji
punktowych w DNA [10, 30, 35, 58]. Metoda PCR-
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niski poziom

Stezenie denaturatu DNA
np. formamid

wysoki poziom

ELEKTROFOREZA W GRADIENCIE
DENATURUJACYM (DGGE)

Rys. 1. Schemat techniki DGGE
Wedlug [55], zmodyfikowano.

-SSCP zaliczana jest w biologii molekularnej do jednej
z najczesciej uzywanych technik przesiewowych, dzieki
ktorej mozna ujawni¢ nieznane mutacje w okreslonych
genach [38]. Podstawg techniki PCR-SSCP jest dena-
turacja fragmentéw DNA, czyli produktéw PCR uzy-
skanych z zastosowaniem specyficznych starteréw dla
genu 16S rRNA, ktdre nastepnie szybko si¢ ochladza,
przez co otrzymujemy jednoniciowe czasteczki DNA
- ssDNA. Bezposrednio po ochtadzaniu czgsteczki
rozdzielane s3 drogg elektroforezy poliakrylamidowej
w warunkach niedenaturujacych (Rys. 2) [33, 35-36].

Rozdzielanie oparte jest na subtelnych réznicach
w sekwencji (dotyczy czesto pojedynczych par zasad),
co skutkuje zmiang ztozonej struktury drugorzedowej,
co z kolei prowadzi do widocznej réznicy w ruchli-
wosci w zelu podczas elektroforezy [62]. Jednoniciowe
czasteczki DNA-ssDNA o takiej samej dlugosci roz-
dzielane sg na zelu poliakrylamidowym na podstawie
réznic spowodowanych ich ztozona strukturg drugo-
rzedowa (zmiang konformacji) [10, 30, 33, 36, 38].
Gdy fragmenty DNA s3 jednakowej wielkosci i nie
ma substancji denaturujacej, to ruchliwos¢ elektrofo-
retyczna bedzie zalezna od sekwencji nukleotydowej
DNA [30, 35]. Fragmenty DNA o zmienionej konfor-
macji (strukturze drugorzedowej) charakteryzuja sie
inng mobilnoscig niz fragmenty, w ktorych nie wyste-
puje mutacja [38]. Gléwnym ograniczeniem techniki
SSCP jest fakt, ze niektére pojedyncze nici DNA moga
wystepowaé w wiecej niz jednej stabilnej konformacji.
W wyniku tego, ta sama sekwencja DNA moze wytwa-
rzaé wiele prazkow w zelu, reprezentujacych wiecej niz
jeden zespdt mikroorganizméw [10, 35, 76]. Dodat-
kowym utrudnieniem tej metody jest duza szybkos¢
reannealingu nici DNA po poczatkowej denaturacji
w czasie elektroforezy, ktéry mozna usuna¢ przy zasto-
sowaniu fosforylowanego startera w czasie reakeji PCR,
a nastepnie zastosowal specyficzne trawienie fosfo-
rylowanej nici przez egzonukleaze [62]. Metoda ta

cechuje sie niskim stopniem réznicowania mikroorga-
nizmoéw w poréwnaniu do np. AFLP — (Amplified Frag-
ment Length Polymorphism) czy PFGE - (Pulsed-Field

Reakcja PCR - powielanie
badanego fragmentu

fragment DNA fragment DNA
bez mutacji  (N) z mutacjg (M)
®
@
DENATURACJA
ssDNA
®
Konformacje
pojedynczych nici DNA .
o
N M
R | | |
ELEKTROFOREZA

W WARUNKACH NIEDENATURUJACYCH
Rys. 2. Schemat techniki PCR-SSCP

Na podstawie [5], zmodyfikowano.
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Gel Electrophoresis). Ponadto, wielkos$¢ analizowanego
produktu siegajaca tylko do 400 pz jest dodatkowym
ograniczeniem tej metody [33].

Zalety techniki PCR-SSCP sa podobne jak w tech-
nice DGGE/TGGE z dodatkowg korzyscia, ze nie
wymagajg zastosowania tzw. ogona GC, gradientowej
budowy zeli poliakrylamidowych oraz specjalistycz-
nej aparatury [5, 10, 30, 36, 62]. W zwigzku z tym jest
tatwiejsza technika w poréwnaniu do DGGE [62].
Podobnie jak w metodzie DGGE, prazki DNA moga by¢
wycinane z zelu, wzmacniane i podawane sekwencjo-
nowaniu. Jednakze, technika PCR-SSCP jest skuteczna
tylko w przypadku matych fragmentéw (pomiedzy 150
i 400 par zasad) [56, 62]. Technika ta charakteryzuje
sie rowniez wysoka powtarzalnoscig w poréwnaniu do
innych technik ,,odciskéw palca” ,fingerprinting” [33].

Smalla i wsp. [69] badali zbiorowiska bakteryjne
w czterech glebach ornych (gleba bielicowa, glina bru-
natna, piaszczysto ilasta i gliniasta). Analizy dokonano
za pomocg technik nalezacych do metod ,odciskdow
palca” - ,fingerprinting” - DGGE, TGGE oraz SSCP.
Do badan uzyto fragmenty genu 16S rRNA powielone
z catkowitego DNA w czterech powtdrzeniach dla kaz-
dego rodzaju gleby. Wszystkie metody doprowadzity
do podobnych wnioskéw: (a) grupy ,odciskdw palca’,
korelujg z wlasciwosciami fizyko-chemicznymi gleb,
(b) wystepuje mala zmienno$¢ pomiedzy czterema
powtdrzeniami tej samej gleby, (c) wzory prazkéow
bielicowych i gleb brunatnych sg bardziej podobne do
siebie, niz do pozostatych dwdch gleb, oraz (d) ,,odciski
palcéw” réznych typdw gleby, ujawnily istotne réznice
w tedcie permutacji.

Badania Gasser i wsp. [17], potwierdzaja hipoteze,
ze ryzosfera jest ciekawym rezerwuarem bakterii, ktore
sg producentami polihydroksyalkanianu. Niewiele wia-
domo na temat ekologii bakterii produkujacych poli-
hydroksyalkanian. Aby uzyskac przeglad wystepowania
iréznorodnosci bakterii produkujacych polihydroksyal-
kanian wystepujacych w mikro$rodowiskach roglinnych
wyizolowano catkowite DNA mikroorganizmdéw pocho-
dzace z roéznych gatunkow roélin (rzepak, rdest, oliwka,
burak cukrowy, truskawka i winorosl) oraz od réz-
nych mikrosrodowisk (fyllosfera, karposfera, ryzosfera
i endosfera) i analizowano pod katem wystepowania
gendw phaC. Do analizy wystepowania tej specyficznej
grupy mikroorganizméw zastosowano technike PCR-
-SSCP ze starterami specyficznymi dla genéw koduja-
cych phaC, kluczowego enzymu w syntezie polihydrok-
syalkanianu. Ponadto, analizy zostaly potwierdzone
poprzez ilo$ciowq reakcje PCR (qPCR - quantitative
PCR). Wyniki pokazujg, ze wystepuje wysoki stopien
specyficznos$ci szczepéw wobec roélin. Brak pozytyw-
nych wynikéw dla mikro$rodowisk nadziemnych (fyl-
losfera i karposfera), natomiast w proébkach pochodza-
cych z endo- i ryzosfery wykazano wystepowanie phaC.
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Ryzosfera buraka cukrowego zawierata najwyzsza liczbe
szczepow z wynikiem pozytywnym. Poza tym, wykryto
nowe gatunki bakterii wytwarzajace polihydroksyalka-
nian, na przyktad Burkholderia terricola, Lysobacter
gummosus, Pseudomonas extremaustralis, Pseudomonas
brassicacearum i Pseudomonas orientalis.

4. Lancuchowa reakcja polimerazy
w czasie rzeczywistym, Real-time PCR

Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywi-
stym oparta jest na metodzie PCR opracowanej przez
Karyego Mullisa w 1980, ktdéra pozwala naukowcom na
zamplifikowanie okreslonych fragmentéw DNA ponad
miliard razy [51-52, 78]. Metody oparte na technice
PCR s3 bodzcem napedzajagcym biologie molekularna
i ulatwiajagc badaczom manipulowanie DNA. PCR
w czasie rzeczywistym stanowi kolejny skok techno-
logiczny w biologii molekularnej, ktory stwarza nowe
mozliwosci dla naukowcéw na catym $wiecie. Real-
-time PCR jest polaczeniem ogromnej czulosci reakeji
PCR z doktadnoscia zapewniong przez monitorowania
produktow PCR w czasie rzeczywistym [78]. W trady-
cyjnej technice PCR uzyskane produkty analizuje sie
w fazie stacjonarnej (fazie plateau) czyli po zakonczeniu
reakcji PCR. Na tym etapie reakgji ilosci produktow
PCR s3 zblizone, mimo, ze powstaly w wyniku powie-
lenia matryc, ktorych wyjsciowe stezenia byly zrdz-
nicowane. W fazie stacjonarnej brak proporcjonalnej
zalezno$ci migdzy stezeniem produktu reakeji PCR,
a iloscig kopii amplifikowanej sekwencji matrycowe;j.
W zwigzku z tym ten etap nie daje mozliwos$ci doktad-
nego wyznaczenia wyjsciowej ilosci sekwencji matryco-
wej. Wykorzystanie metody PCR do analiz ilosciowych
wymaga zastosowania takiego etapu reakcji, w ktorym
zostanie utrzymana liniowa zalezno$¢ miedzy iloscia
kopii amplifikowanej sekwencji DNA, a wyznaczonymi
parametrami kinetycznymi reakcji PCR. Okreslenie
tych parametréw wymaga uzycia technik umozliwia-
jacych dokladne sledzenie przebiegu reakeji PCR [43,
70]. PCR w czasie rzeczywistym rozwiazuje ten pro-
blem przez wykorzystanie faktu, Ze wydajna amplifika-
cji DNA wystepuja na wczesnym etapie procesu reak-
cji i w zwiazku z tym pomiar otrzymanego produktu
nastepuje w fazie wykladniczej [78].

Na poczatku lat dziewiec¢dziesigtych ubieglego stu-
lecia Higuchi i wsp. [26] w Roche Molecular Systems
i Chiron po raz pierwszy zademonstrowali reakcje PCR
w czasie rzeczywistym. Do mieszaniny reakcyjnej PCR
dodano typowy barwnik fluorescencyjny o nazwie bro-
mek etydyny (EtBr), ktory interkaluje do dwunicio-
wego DNA. Fluorescencja bromku etydyny zwieksza
sie w wyniku zwigzania go z kwasami nukleinowymi.
Reakcja prowadzona byta w $wietle ultrafioletowym
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(UV), ktére powoduje fluorescencje EtBr, a za pomocg
kamery wideo sprzezonej z komputerem prowadzona
byta wizualizacja gromadzacego si¢ DNA [49, 70, 78].
Pod wplywem $wiatta UV bromek etydyny wbudowany
w dwuniciowe DNA fluoryzuje, a intensywnos¢ $wie-
cenia w kolejnych cyklach reakcji wzrasta wraz ze ste-
zeniem amplikonu [43, 70]. W zwigzku z tym mozliwe
bylo monitorowanie zmian st¢zenia produktu w mie-
szaninie reakcyjnej PCR podczas trwania reakeji [6,
78]. Nastepnie, technologia ta szybko stala si¢ konku-
rencyjna w stosunku do innych metod i powszechnie
stosowana [78]. PCR w czasie rzeczywistym odnosi sie
po prostu do amplifikacji DNA (PCR), ktora jest moni-
torowana. Pozwala ona badaczowi lepiej okresli¢ ilos¢
wyjéciowego DNA w probcee przed amplifikacja metoda
PCR [78]. PCR w czasie rzeczywistym jest metoda
»zbierania danych” w trakcie procesu PCR, taczac w ten
sposob amplifikacje i detekcje w jednym kroku [85].
W reakcji real-time PCR dwuniciowe sekwencje DNA
amplifikowane sg gwaltownie, gdy wszystkie sktadniki
mieszaniny reakcyjnej sa $wieze i dostepne.

Krzywa kinetyczna reakeji rozpoczyna si¢ od linii
podstawowej, a nastepnie przechodzi do fazy wyktadni-
czej amplifikacji, a nastepnie przez liniowa faza (zwana
takze fazg log) i ostatecznie konczy sie faza plateau [61,
75, 84-85]. Podczas liniowej fazy (zwykle pierwszych
10-15 cykli) reakcja PCR dopiero si¢ zaczyna, a emi-
sja fluorescencji jest niska. W tym czasie wyznaczana
jest tzw. fluorescencja tla (background). We wczesnej
fazie wykladniczej intensywnos¢ fluorescencji rosnie,
poniewaz zwieksza sie¢ ilos¢ powstajacych produktow
[43, 70, 85]. Fluorescencja osigga warto$¢ progowy (Ft,
fluorescence treshold) tzn. jest ona znacznie wigksza
niz poziom tla, zwykle 10x odchylenie standardowe
(SD) od linii podstawowej (wielokrotnos¢ odchylenia
standardowego tla) [74, 77]. Cykl, w ktérym to naste-
puje znany jest w literaturze jako Ct - cykl progowy
(Ct, threshold cycle) lub Cp - punkt graniczny, (Cp,
crossing point). Warto$¢ progowa jest reprezentatywna
dla wyjsciowej liczby kopii w oryginalnej matrycy i jest
uzywana do obliczania wynikéw do$wiadczalnych. Im
wiecej kopii amplifikowanych sekwencji DNA znajduje
sie na poczatku reakeji, tym mniej cykli potrzeba, zeby
intensywno$¢ fluorescencji przekroczyla poziom tla
[21, 70, 77, 85]. Podczas fazy log-liniowej, PCR osiaga
optymalng amplifikacje w idealnych warunkach reak-
¢ji. Natomiast w etapie plateau, nastepuje ograniczenie
skladnikow reakeji, a intensywno$é¢ fluorescencji spada
(Rys. 3) [4, 85].

Bezwzgledne oznaczenie iloSciowe wymaga zasto-
sowania seryjnych rozcienczen standardéw o znanych
stezeniach, w celu wygenerowania krzywej wzorco-
wej. Krzywa standardowa tworzy liniowa zaleznos¢
pomiedzy Ct i poczatkowa ilos¢ catkowitego cDNA, co
pozwala na okreslenie stezenia niewiadomych proéb na
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podstawie ich wartosci Ct [21, 85]. Metoda ta zaklada,
ze wszystkie standardy i probki majg w przyblizeniu
réwna efektywno$¢ amplifikacji [85]. Ponadto, stezenia
rozcienczen standardéw powinny obejmowac poziomy
probek eksperymentalnych i pozostawaé w zasiegu
zakresow atwych do wyliczenia i wykrywalnych w spe-
cyficznym urzadzeniu do real-time PCR [85].

Kluczem w reakeji Real-time PCR jest zdolnos¢ do
monitorowania przebiegu amplifikacji w czasie rze-
czywistym. Jest to realizowane dzigki szczegolnej che-
micznej detekcji [78]. Ogodlnie, chemiczne detektory
dzielimy na specyficzne i niespecyficzne [68]. Zasto-
sowanie niespecyficznych czasteczek fluorescencyj-
nych jest stosunkowo prosta technikg. Opiera si¢ ona
na wigzaniu barwnikéw, np. SYBR Green czy wspom-
niany bromek etydyny, ktore interkaluja pomiedzy
dwie sgsiadujgce pary zasad w czasteczce podwojnej
nici DNA, znieksztalcajac strukture podwojnej helisy
[47, 65]. Barwnik zwigzany z DNA powoduje emisje
sygnatu fluorescencyjnego, natomiast barwnik znaj-
dujacy sie w roztworze (to znaczy, ze barwnik nie jest
zwigzany z DNA; wolny barwnik), charakteryzuje sie
niskg fluorescencja [68, 71]. SYBR Green fluoryzuje
50 razy jasniej niz bromek etydyny, gdy jest zwigzany
z podwdjng nicia DNA. W miare postepu reakeji PCR,
nastepuje zwiekszenie ilosci SYBR Green, ktory wigzac
sie do dwuniciowego amplikonu, daje wzrost fluores-
cencji, ktéra z kolei jest proporcjonalna do stgzenia
produktu (Rys. 4) [49, 71].

Wzrost sygnatu fluorescencyjnego jest spowo-
dowany przez wszystkie powielone produkty DNA
powstate podczas reakcji, ktore niekoniecznie sg spe-
cyficzne dla pozadanego produktu. Przy uzyciu tej
metody, startery muszg by¢ starannie dobrane, a reakcja
PCR zoptymalizowana tak, aby unikna¢ tworzenia pro-
duktéw nieswoistych np. dimery starteréw [68, 70-71].
Sposréd dostepnych chemicznych metod detekcji
w reakcji PCR w czasie rzeczywistym, zastosowanie
barwnikéw interkalujacych jest najmniej kosztowne,
nie wymaga syntezy specyficznych sond docelowych,
i moze by¢ wykorzystywany z kazdg parg starteréw do
mierzenia dowolnego genu. Tak wiec, jest on szcze-
golnie uzyteczny w opracowywaniu analizy Real-time
PCR, gdy znane sg startery potrzebne do wytworzenia
pojedynczego produktu z wysoka wydajnoscig (posrod
dostepnych do wykrywania chemicznych PCR w czasie
rzeczywistym, jest to najmniej kosztowne, a nie wymaga
syntezy sondy i moze by¢ uzywany z dowolng parg star-
terow. Tak wiec, jest on szczegdlnie uzyteczny w opra-
cowywaniu testu ilosciowego w czasie rzeczywistym,
gdy startery sg juz dostepne, ktore s znane do wytwo-
rzenia pojedynczego produktu z wysoka wydajnoscia
(69, 71-72]. Innymi opisanymi specyficznymi barw-
niki wigzacymi sie¢ do dsDNA s3a np. BEBO, YOYO-1,
TOTO-1, itd. jednak nie sg szeroko stosowane [78].
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Rys. 3. Wykres fluorescencji w zaleznoéci od cyklu Real-time PCR
Przedstawiono fazy reakcji na podstawie [80-81], zmodyfikowano.

W celu zapewnienia, zwigkszenia sygnatu fluores-
cencyjnego, zwigkszenia czutosci i specyficznosci moni-
torowania przebiegu amplifikacji w czasie rzeczywi-
stym mozna zastosowaé hybrydyzacje fluorescencyj-
nych sond oligonukleotydowych. Ustanowienie tego
rodzaju analizy bedzie bardziej czasochtonne i praco-
chtonne, ale dla przeprowadzanych badan bedzie to
mialo pozytywny wplyw [68]. Jedng z najczesciej stoso-
wanych strategii jest zastosowanie sond molekularnych
np. typu TagMan [68]. Pod wzgledem struktury sondy
to jednoniciowe oligonukleotydy, ktore s3 podwojnie
znakowane. Sonda na koncu 5’ jest reporterem fluores-
cencyjnym (barwnik florescencyjny), natomiast koniec
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barwnik SYBR Green; wolny barwnik

barwnik SYBR Green powodujgcy emisje
sygnatu fluorescencyjnego

Rys. 4. Schemat przedstawiajacy emisje sygnatu fluorescencyjnego
po zwigzaniu si¢ barwnika SYBR Green do dwuniciowego DNA

Na podstawie [66], zmodyfikowano.

3’ zawiera przylaczony wygaszacz [43, 68, 70, 78]. Jesli
sonda jest w stanie niezhybrydyzowanym, wygaszacz
i reporter sa blisko siebie tzn., Zze sa przylaczone do
tego samego krétkiego oligonukleotydu to wygaszacz
absorbuje fluorescencje reportera i nie zostanie wykryty
zaden sygnal [70, 78]. Jest to przyklad fluorescencyj-
nego transferu energii rezonansowej (zwane réwniez
jako transfer Forster), w ktérym energia przekazywana
jest od ,,dawcy” - reporter do ,,biorcy” — wygaszacz [43,
70]. Podczas amplifikacji sonda oligonukleotydowa jest
degradowana przez polimeraze DNA majaca aktywnos¢
5’-egzonukleazows, przez co czasteczka reporterowa
jest oddzielona od wygaszacza co pozwala na wyzwole-
nie sygnatu fluorescencyjnego [68, 78]. Przykladowymi
fluorochromami wygaszajacymi s3 TAMRA, DABCYL
i BHQ, natomiast wéréd barwnikéw re porterowych
mozna wyrézni¢ FAM, VIC, NED, TET itd. (Rys. 5) [78].

R — barwnik reporterowy
Q - wygaszacz

sonda w stanie nienaruszonym — brak fluorescenciji

rozpoczecie amplifikacji

czgsteczka reporterowa zostaje oddzielona
od wygaszacza przy udziale polimerazy DNA,
co pozwala na wyzwolenie sygnalu fluorescencyjnego

Rys. 5. Schemat przedstawiajacy analize molekularng Real-time PCR z wykorzystaniem sondy typu TagMan
Wedtug [66, 70, 84] zmodyfikowano.
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Bakteryjne wiednigcie lucerny (Medicago sativa),
spowodowane przez Clavibacter michiganensis subsp.
insidiosu (Cmi) jest wazng chorobg lucerny wystepu-
jaca na calym $wiecie. Patogen ten pochodzi z Ame-
ryki PéInocnej, a teraz pojawia sie takze w wielu innych
krajach, Ameryki Potudniowej, Azji, Afryki i Oceanii
[46]. Diagnoza zakazenia Cmi jest trudna, czg¢sto bywa
oceniana na podstawie objawéw bakteryjnego wied-
niecia, jednak moze by¢ mylona z innymi chorobami
[46] lub uszkodzeniami spowodowanymi herbicydami.
Dlatego wazne bylo zastosowanie szybkiej metody
diagnostycznej potwierdzajacej obecnos¢ patogenu.
Dotychczas stosowane metody wykrywania i identyfi-
kacji tego patogenu polegaly na klasycznych badaniach
bakteriologicznych [46] lub badaniach serologicznych
[31]. Celem badan Marfeat i wsp. [46] byla ocena proby
identytikacji Cmi metoda PCR oraz opracowanie testu
real-time PCR do wykrywania i ilo§ciowego oznaczania
Cmi w DNA ekstraktach z roélin. Prowadzone analizy
opieraly sie na miedzygenowym regionie ITS (Internal
Transcribed Spacer) wystepujacym pomiedzy genami
16S123S rRNA. Badaniom poddano DNA pochodzgce
z zakazonych i niezakazonych roslin lucerny. Wyniki
wskazuja, ze technika PCR w czasie rzeczywistym jest
obecnie rutynowo stosowana do monitorowania bakte-
ryjnego wiedniecia ro$lin lucerny oraz w celu potwier-
dzenia wystepowania tozsamosci kultur Cmi. Jest to
przydatne narz¢dzie badawcze w badaniach epidemio-
logicznych patogendw, przyczyniajace si¢ do lepszego
kontrolowania choroby.

Saragih i wsp. [67] uzyli ilo$ciowej reakcji PCR
w czasie rzeczywistym (qPCR) - jako narzedzia do
wykrywania i identyfikacji Cordyceps militaris w gle-
bie. Cordyceps militaris jest grzybem entomopatogen-
nym, ktéry atakuje larwy i poczwarki motyli w réz-
nych srodowiskach np. w $cidlce lisci lub gérnych
warstwach gleby. Sposréd o$miu par starteréw, para
starterow CM2946F i CM3160R, temperatura wydtu-
zania wynoszaca 65°C oraz liczba cykli réwna 60 to
najlepsze polgczenie starteréw i warunkow, gdyz tylko
takie polaczenie wykazalo specyficznos¢ objawiajaca
sie z pojedynczym pikiem krzywej topnienia w qPCR.
W wyniku reakcji otrzymano jeden produkt o wielkosci
167 par zasad i przy zastosowaniu programu BLAST
(The Basic Local Alignment Search Tool) okreslono
podobienstwo sekwencji, wskazujac na 99% stopien
pokrewienstwa genomowego z C. militaris. Sposob ten
wydaje si¢ skuteczny w wykrywaniu C. militaris w gle-
bie i uzyteczny do szybkiego i niezawodnego ilosciowo
oznaczania tej bakterii w réznych ekosystemach.

W glebie wystepuje kosmopolityczny grzyb, Thie-
laviopsis basicola, ktéry powoduje choroby w wielu
uprawach rolnych np. w Chinach jest czynnikiem
sprawczym czarnej zgnilizny na roslinach tytoniu.
Wezesna diagnoza i wykrycie patogena w glebie sa
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niezbedne do kontrolowania tej choroby w warun-
kach polowych. Celem badan Huang i Kang [27] bylo
opracowanie skutecznych i czutych metod, nadajacych
sie do wykrywania na duzg skale T. basicola. W celu
szybkiego i specyficznego wykrywania i oznacza-
nia T basicola zastosowano analize real-time PCR.
W oparciu o sekwencje nukleotydowe fragmentu ITS
Thielaviopsis spp, zaprojektowano startery i sondy typu
TagMan. Laczac test QPCR z wydajnym protokolem
izolacji DNA mozna osiaggna¢ wysoki poziom detekcji.
Taka analiza pozwala na wykrycie T. basicola w glebie
w ciggu 4-5 godzin, a zanotowana granica wykrywal-
nos$ci wynosi 3 zarodniki na reakcje qPCR.

W waznych ekonomicznie uprawach wystepuje Her-
baspirillum seropedicae SmR1. Bakteria ta jest endofi-
tycznym diazotrofem, ktéry promuje wzrost i rozwoj
roélin. Biorgc pod uwage, ze obecnie konieczne jest
opracowanie szybkich metod monitorowania interakcji
ro$lina-bakteria, celem badan Pereira i wsp. [60] bylo
opracowanie metody PCR w czasie rzeczywistym do
ilosciowego oznaczania PGPB H. seropedicae w ryzos-
ferze siewek kukurydzy. W tym celu zostaly zaprojekto-
wane odpowiednie pary starteréw a ich specyficznosé
zostala zweryfikowana poprzez zastosowanie mate-
rialu genetycznego DNA pochodzacego z 12 réznych
gatunkow bakterii. Test za pomoca qPCR ze starterami
HERBASI1 i HERBAS2 zastosowano do wykrywania
iilo$ciowego oznaczenia szczepu H. seropedicae SmR1
w zaszczepionych korzeniach kukurydzy hodowanej
in vitro w doniczkach. Material do badan zbierany byt 1,
4,7110 dni po zaszczepieniu. Szacunkowa liczba kopii
DNA bakterii na gram korzeni w przypadku roslin
uprawianych w warunkach in vitro wynosita okoto 10°.
Test z uzyciem starteréw HERBAS1 i HERBAS2 moze
by¢ uzyteczny do monitorowania interakcji roélina
— bakterii H. seropedicae SmR1.

5. Podsumowanie

Najbogatszym rezerwuarem mikroorganizmow jest
srodowisko naturalne ze szczegélnym uwzglednieniem
ekosystemu glebowego i roélinnego. Gleba i rosliny to
wysoce zlozone i bogate pod wzgledem liczebnosci
i réznorodnosci mikroorganizméw $rodowiska. Mikro-
organizmy zasiedlajace glebe odgrywaja kluczowa role
w prawidlowym przebiegu wigkszo$ci proceséw zacho-
dzacych w glebie. Réznorodnos¢ i struktura zbioro-
wisk mikroorganizméw glebowych majg szczegdlne
znaczenie dla funkcjonowania gleb. Mikroorganizmy
zasiedlajace powierzchniowe lub wewnetrzne tkanki
rodlin czgsto pozytywnie wplywaja na ich rozwdj,
przyktadem moze by¢ wigzanie azotu atmosferycz-
nego, poprawa nabycia sktadnikéw odzywczych, ogra-
niczenie infekcji patogenéw roslinnych. Niewatpliwie
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waznym aspektem badan mikrobiologicznych jest do-
bor i opracowanie wskaznikdéw do oceny i ksztaltowa-
nia bioréznorodnosci mikrobiologicznej srodowiska
glebowego i roslinnego. Obecnie analiza réznorod-
no$ci biologicznej mikroorganizméw zasiedlajacych
dane $rodowiska gltéwnie opiera si¢ na badaniach
z zakresu biologii molekularnej. Sg to metody szybkie,
czule i powtarzalne. Warto wspomnie¢, ze dajg one
mozliwos¢ bezposredniej oceny mikroorganizmow
bez koniecznosci ich hodowli. Techniki DGGE/TGEE,
SSCP i Real Time PCR s3 jednymi najczeséciej wykorzy-
stywanych metod genetycznych wykorzystywanych do
oceny bioréznorodnosci.
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