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Metagenome - a new source of information about soil microorganisms

Abstract: Soil environment, due to its high heterogeneity, is considered as a major reservoir of microbial genetic and metabolic diversity
in the biosphere. The knowledge on this diversity is limited, because most of the soil microorganisms cannot be cultured under the usual
laboratory conditions. During the last two decades, development of methods to isolate nucleic acids from soil has opened a window to
a previously unknown microbial world. In consequence, a new metagenomic approach based on the analyses of total microbial DNA has
appeared in soil studies. Total microbial DNA extracted from soil by direct or indirect methods is mostly used for amplification of marker
genes (e.g. SSU rRNA) which is further differentiated by fingerprinting (e.g. DGGE, T-RFLP) or sequenced directly. Until recently,
sequencing was mainly performed after first cloning PCR products to produce a clone library of amplicons. Lately, another approach has
been introduced to reduce costs and labour; it is commonly known as 454-pyrosequencing, the method that does not require cloning.
These methods as well as DNA microarrays have demonstrated an unanticipated level of microbial diversity, especially in the newly
discovered world of the biosphere. Thousands or even several hundred thousands of different bacterial phylotypes can be present in
a gram of soil. They belong to dozens of phyla. The molecular approach changed the picture of structural diversity of soil microbiome,
also indicating that bacteria, archaea, fungi and even viruses are diverse both globally and locally. Moreover, soil metagenomics, allows
for a comprehensive search for gene expression and metabolic activity within microbiome.

1. Introduction. 2. Difficulties with microbiome analysis and attempts to overcome them. 3. Metagenomics vs. distict features of soil.
4. Genetic analysis of microbiome. 5. Functional analysis of microbiome. 6. Microbial structural diversity in different soil environments.
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1. Wstep

Mikroorganizmy stanowig najbardziej istotng a jedno-
cze$nie zrdznicowang grupe organizmoéw wchodzacych
w sklad biosfery ziemskiej [93]. Wiekszo$¢ biorézno-
rodnodci, spotykana w obrebie trzech domen: bakterii,
archeonow oraz eukariotdw, jest reprezentowana przez
mikroorganizmy [97], ktore szeroko rozprzestrzenily
sie we wszystkich typach $rodowisk, nawet tych ekstre-
malnych, w ciggu blisko czterech miliardéw lat swojej
ewolucji. Tak dlugi czas umozliwit wyksztalcenie sie
najréznorodniejszych mechanizméw metabolicznych,
ktore pozwolily im zaadaptowac si¢ do prawie kazdej
mozliwej niszy ekologicznej i wykorzysta¢ do swego
rozwoju réznorodne warunki srodowiskowe [59].

Srodowisko glebowe jest uwazane za najbogatszy
rezerwuar roéznorodnych mikroorganizméw [90], co nie
jest trudne do zaakceptowania, zwazywszy na wysoce
heterogeniczny charakter warunkdéw fizykochemicznych
panujacych w tym $rodowisku, a takze uwzgledniajac
zroznicowanie typow gleb powstatych na Ziemi. Jedno-

cze$nie, specyficzny charakter gleby powoduje, ze jest
ona traktowana jak swego rodzaju ,czarna skrzynka”:
pod wzgledem skladu mikrobiomu, aktywnosci i proce-
sOw przeprowadzanych przez wystepujace w niej mikro-
organizmy. Nie jest pozbawiona racji mysl sformulo-
wanaprzez Leonardo da Vinci juzw 1510 roku,
ze by¢ moze wigcej wiemy o ruchach ciaf astralnych, ani-
zeli o tym, co dzieje si¢ w ziemi pod naszymi stopami.
Kilka wiekéw pozniej réwnie sceptyczny byl Selman
Waksman, ktory w 1925 roku stwierdzil, ze: ,, brak
jest stosownych metod w badaniach mikrobiologicznych
gleby, a te z metod stosowanych obecnie sg dalekie od
tego, aby w adekwatny sposéb da¢ nam wiedze¢ o tym,
co rzeczywiscie dzieje sie¢ w glebie” [46]. Co ciekawe,
ten sam mikrobiolog w 1931 roku sformufowal prze-
ciwng opinie, ze: ,zgromadzona juz olbrzymia baza
informacji pozwala przedstawi¢ jasny obraz mikrosko-
powej populacji mikroorganizméw glebowych” [32].
Tak diametralnie odmienne opinie mogg budzi¢ zdzi-
wienie i pytanie o stabilno$¢ naukowg kryteriow badan
mikrobiologicznych. Zgodnie z ustaleniem przyjetym
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w 1923 roku przez Bergey’s Manual, podstawa identy-
fikacji nowego gatunku mikroorganizmu jest koniecz-
no$¢ sklasyfikowania jego szeregu cech morfologicz-
nych, biochemicznych, fizjologicznych i genetycznych
po wczesniejszym jego wyhodowaniu na odpowiednim
podlozu [32]. Jak wielkie stanowi to wyzwanie, niech
$wiadczy fakt znajomosci tylko ponad 9000 gatunkéw
bakterii, wobec potencjalnych 10°~10” r6znych drobno-
ustrojow wystepujacych w gramie gleby [27]. Ta roz-
biezno$¢ miedzy liczbg mikroorganizmdw dajacych sie
wyhodowac, a tymi, o istnieniu ktérych $wiadcza wyniki
analiz mikroskopowych i molekularnych, jest powodem
ustawicznej frustracji mikrobiologdw.

2. Problemy z poznaniem mikrobiomu oraz proby
ich przezwyciezania

Przez blisko sto lat rozwoju mikrobiologii zdoby-
wana wiedza o $wiecie mikroorganizméw dotyczyta
tych, ktére hodowano na réznych podltozach. Podsta-
wowe wlasciwosci poszczegolnych gatunkow (szczepow)
tych organizméw okreslano w oparciu o wyselekcjono-
wane monokultury wyroste na podtozu hodowlanym.
To podejscie, bedace konsekwencjg postulatow Kocha
w badaniach nad drobnoustrojami chorobotworczymi,
zawazylo na bagatelizowaniu faktu obecnosci w $ro-
dowisku form zywych, ktérych nie mozna byto wyho-
dowa¢. Dominujacy model badawczy w mikrobiologii
kazat traktowac je jako artefakty, a nie jako istotng grupe
poszerzajaca spektrum réznorodnosci mikroorganiz-
moéw, jak postulowali bedacy w mniejszosci zwolen-
nicy istnienia tych organizméw. Swoiste przesilenie,
zmieniajace utarte poglady w mikrobiologii, nastapito
w polowie lat osiemdziesigtych ubiegtego wieku, kiedy
oficjalnie potwierdzono istnienie wyraznej rozbieznos$ci
miedzy liczebno$cig mikroorganizméw okreslong na
podlozu hodowlanym oraz w preparacie mikrosko-
powym, zwang wielkg anomalig liczenia metodg plyt-
kowa [78]. Jak sie okazalo, jedynie 0,1 do 1% bakterii
glebowych moze wyrosna¢ na tradycyjnych podlozach
hodowlanych w standardowych warunkach laboratoryj-
nych [44, 84]. Innymi stowy, ponad 99% réznorodnych
bakterii w gramie gleby jest poza zasiggiem poznaw-
czym i kryje w sobie rzesz¢ organizméw o by¢ moze
istotnym znaczeniu dla funkcjonowania ekosystemu.

Wsréd tego typu mikroorganizméw mozna wyrdz-
ni¢ grupe, ktorg da sie¢ wyhodowac na specyficznych
podlozach, spelniajgcych wymogi zywieniowe organi-
zmow, i umozliwiajacych ich wzrost w odpowiednich
warunkach fizycznych i chemicznych. Druga grupe
natomiast stanowig mikroorganizmy, ktérych stan
tizjologiczny stanowi przeszkode dla wzrostu na jakim-
kolwiek podiozu hodowlanym i dlatego s3 znane tylko
w postaci sekwencji nukleotydowych rRNA (ryboty-
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pow), jak np. WS3, OP11, OD1 lub BRC-1. Tutaj naleza
tez powszechne w glebie mikroorganizmy, wystepujace
w stadium spoczynkowym o ograniczonej aktywnosci
komponentéw komorkowych warunkujacych wzrost
- w przypadku bakterii sg to formy drobne (ultra mikro-
bakterie). Te drzemigce formy drobnoustrojow w sprzy-
jajacych warunkach podlegaja wybudzeniu, a wigc teo-
retycznie moga by¢ tez wyhodowane na odpowiednim
podlozu. Jednakze sg tez takie mikroorganizmy glebowe
widoczne pod mikroskopem, ktére mozna okresli¢ jako
trwale niezdolne do wzrostu (nonviable) o nieodwra-
calnych zmianach komédrkowych, lub bedace w fazie
zamierania [52].

Manipulacje sktadem podtoza hodowlanego w kie-
runku obnizenia jego troficznosci, dobér odpowiedniego
pH i temperatury, wydluzanie czasu inkubacji, stosowa-
nie polimerowego substratu wzrostowego (np. ksylanu)
oraz zelowych mikrogranul do immobilizacji komérek
izolowanych ze $rodowiska przed umieszczeniem ich
w podlozu hodowlanym, pozwalaja znaczaco posze-
rzy¢ spektrum mozliwych do wyhodowania mikroor-
ganizmow glebowych [10, 40, 41, 101]. Wolno rosnace
bakterie glebowe z typow: Acidobacteria, Chloroflexi,
Actinobacteria (podklasa Rubrobacteridae), Plancto-
mycetes, Bacteroidetes, Firmicutes oraz Proteobacteria,
niewykrywalne wedlug tradycyjnej procedury, moga
by¢ dostrzezone w postaci mini kolonii (25-200 pm) po
12 tygodniowej hodowli na podlozu zawierajacym ksy-
lan jako substrat pokarmowy oraz gellan (polisacharyd
produkowany przez Pseudomonas elodea) jako $rodek
zestalajacy zamiast agaru [16]. Ten postep w metodach
hodowania pospolitych w glebie bakterii, wykrywanych
jedynie na podstawie sekwencji nukleotydowej genu 16S
rRNA, daje nadzieje na uzyskiwanie monokultur tych
organizmow, ktére wymykaty sie spod tradycyjnej prak-
tyki laboratoryjnej mikrobiologéw. Dzieki temu moz-
liwe jest ich pelne identyfikowanie do gatunku i blizsze
poznanie ich wlasciwosci fizjologicznych i potencjalnie
zajmowanej niszy ekologicznej w glebie.

Przytlaczajaca jest jednakze dysproporcja miedzy
liczbg mikroorganizméw mozliwych do wyhodowa-
nia, a tymi reprezentowanymi tylko przez fragmenty
genéw kwasow rybonukleinowych matej podjednostki
rybosoméw (SSU rRNA), ktéore Woese i Fox [96]
zaproponowali jako chronometry ewolucyjne organiz-
moéw. To odkrycie dalo podstawe do sformulowania
paradygmatu biologicznego o podziale §wiata zywego
na trzy domeny: Bacteria, Archaea oraz Eucarya [97].
Norman Pace wraz ze wspolpracownikami, jako
pierwszy wykorzystal markery komoérkowe, geny 5S
oraz 16S rRNA, do charakteryzowania réznorodnosci
mikroorganizmdéw prokariotycznych w $rodowisku
bez potrzeby ich hodowania [60, 77]. Poczgtkowo taka
procedura wymagala bezposredniego sekwencjonowa-
nia RNA lub jego odwrotnych transkryptéw w postaci
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kopii DNA (cDNA), co bylo technicznie klopotliwe.
Znaczacy postep dokonal si¢ wraz z rozwojem techno-
logii PCR i skonstruowaniem starteréw, umozliwiajg-
cych amplifikacje prawie kompletnego genu rRNA [29].
To zintensyfikowalo wykrywanie coraz to nowych tak-
sonow wraz z badaniem réznych biotopow ziemskich
przy uzyciu tej nowej techniki [3, 32, 72]. Gromadzone
sekwencje nukleotydowe SSU rRNA w bazie Ribosomal
Database Project (RDP) poczatkowo w liczbie kilkuset
pozycji, szybko ulegly zwielokrotnieniu do 10 tysiecy
w roku 1998, 72626 w 2003, czy 2639 157 w grudniu
2012 (RDP-10.31). W tej ostatniej wersji bazy RDP
bakterie sg reprezentowane przez 1186838 sekwencji
nukleotydowych, natomiast archeony obejmuja jedy-
nie 22 615 pozycji. Wrod sklasyfikowanych sekwencji
dominujg Firmicutes (407 377), Proteobacteria (322 871),
Actinobacteria (176 308) oraz Bacteroidetes (135 261).

Rozmiar dysproporcji, miedzy §wiatem mikroorga-
nizméw potencjalnie istniejacych, a tymi, ktore da si¢
wyhodowa¢, zostal uwidoczniony po zastosowaniu
metody pomiaru tempa reasocjacji jednoniciowego
DNA, powstalego po denaturacji calkowitego DNA
w wysokiej temperaturze, wyekstrahowanego z mikroor-
ganizmow glebowych [83]. Okazalo sie, ze w gramie r6z-
nych gleb moze wystepowac od 1000 do 40 000 genomoéw
mikroorganizmoéw, co przekracza przeszto 200-krotnie
liczbe organizméw otrzymanych w hodowli [46]. Dal-
sze postepy w analizie reasocjowanego DNA pozwolity
oszacowac roznorodnos¢ mikroorganizméw prokario-
tycznych w gramie gleby na poziomie od 500 tysiecy
do 10 milionéw genoméw [27]. W tym oceanie réznych
genomow identyfikacja do konkretnych taksondw jest
wysoce utrudniona. Jedyna pomoca s bazy sekwencji
nukleotydowych genéw SSU rRNA i opracowywane na
ich podstawie znakowane sondy filogenetyczne, ktore
umozliwiajg takze iloSciowe oznaczenia wystepowania
réznych taksonéw (gatunkéw), analizujac bezposrednio
probke pobrang ze srodowiska za pomoca metody fluo-
rescencyjnej hybrydyzacji in situ [28].

Pomimoznaczacego postepu w badaniach mikro-
organizméw, oraz aby unikna¢ konsekwencji jedynie
katalogowania réznorodnych sekwencji nukleotydo-
wych genéw SSU rRNA znajdowanych w $rodowisku,
mikrobiolodzy podjeli si¢ opracowania metod, umozli-
wiajacych poznanie genetyki, fizjologii i ekologii drob-
noustrojow nie poddajacych si¢ hodowli.

3. Metagenomika a specyficzny charakter gleby

Pelna charakterystyka organizméw wymaga pozna-
nia sekwencji nukleotydowych ich genoméw. Obecnie
w pelni znanych jest 2809 genomoéw wirusow, 2096 geno-
mow bakterii, 153 genoméw archeonéw oraz 37 geno-
mow eukariotow (wg IMG/M, Integrated Microbial
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Genomes with Microbiome Samples). Liczba ta jest
znikoma, aby wykorzystac ja, jako podstawe do analizy
réznorodnoséci mikroorganizméw w prébce srodowisko-
wej, w oparciu o poszukiwanie sekwencji DNA odpowia-
dajacych znanym genomom. W dodatku taka procedura
bylaby bardzo zmudna, kosztochtonna, i co najwazniej-
sze, w niewielkim stopniu uzupelnialaby tradycyjng ana-
lize mikrobiologiczna. Sytuacja zmienia si¢, jesli zamiast
sekwencjonowania poszczegélnych genomodw, analizie
podda sie zbiorczo caly DNA izolowany z probki $ro-
dowiskowej, reprezentujacy wszystkie mikroorganizmy.
Ideg¢ analizy zbioru podobnych, ale nie identycznych
jednostek (genomoéw), stanowigcych razem metagenom,
wprowadzila, pod postacig metagenomiki, Handels-
man iwsp.[33],jako sposob na poznanie nieznanych
mikroorganizméw glebowych i ich zdolnosci syntezy no-
wych produktéw (np. antybiotykéw). Klasyczna analiza
metagenomiczna jest oparta na: izolacji DNA z probki
srodowiskowej, klonowaniu fragmentéw DNA w odpo-
wiednim wektorze, transformowaniu otrzymanych re-
kombinantéw do stosownego gospodarza bakteryjnego,
a nastepnie analizy przesiewowej uzyskanych transfor-
mantéw bakterii. Skonstruowana w ten sposob biblioteka
klonéw DNA jest dalej analizowana pod katem zawar-
tosci sekwencji nukleotydowych réznych genomow,
wykorzystujac filogenetyczne markery (najczesciej gen
16S rRNA), lub ekspresji funkcjonalnych genéw kodu-
jacych rézne enzymy (np. lipazy, amylazy czy proteazy),
gendw odpowiedzialnych za biosynteze nowych anty-
biotykéw (np. turbomycyny A i B), albo tez DNA klo-
néw poddawane jest losowemu sekwencjonowaniu [32,
14]. Pionierskie prace, oparte na idei klonowania $ro-
dowiskowego DNA sformutowanej przez Pace i wsp.
[60], dotyczyly: (a) analizy spotecznosci pikoplanktonu
morskiego przy uzyciu wektora fagowego [72]; (b) kon-
strukgji pierwszej biblioteki metagenomowej konsorcjum
mikroorganizmdw, w tym o aktywnosci celulolitycznej,
namnozonych na wysuszonej trawie w laboratorium
[35]; (c) konstrukeji pierwszej biblioteki otrzymanej
bezposrednio ze spolecznosci prokariotéw morskich,
i stwierdzenia w genomach przedstawicieli Gamma-
proteobacteria obecnosci genu kodujgcego bakterioro-
dopsyne, wczesniej znanego tylko u archeonéw [79].
Gleba stanowi szczegdlne wyzwanie dla analizy meta-
genomicznej. Jest to zwigzane z jej budowa strukturalna,
sktadem chemicznym i niejednolitym rozmieszczeniem
mikroorganizméw, zaleznym z kolei od tych pierwszych
czynnikéw. Réznie rozwinieta, w zaleznosci od typu
gleby, struktura agregatowa oparta na sktadnikach mine-
ralno-organicznych stanowi skomplikowana mozaike
mikrobiotopéw o zmiennych czasowo i przestrzennie
warunkach fizykochemicznych. W tych mikrobioto-
pach, o rozmiarach od 2 do 20 um lub mniejszych niz
2 um, drobnoustroje wystepuja na powierzchni czastek
piasku lub komplekséw itowo-organicznych, silnie do
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nich przylegajac w postaci mikrokolonii lub zasiedlaja
mieszczace si¢ w nich mikropory, preferujac te o $red-
nicy 2 pm. Laczna powierzchnia, jaka zajmujg mikro-
organizmy, jest znikoma i stanowi jedynie od tysiecz-
nych do milionowych czesci procenta ogétu dostepnej
powierzchni, biorgc pod uwage fakt, ze powierzchnia
frakcji ilastej moze zajmowac do 10° m* w gramie gleby
[52]. Mikroagregaty, polaczone egzopolisacharydami
produkowanymi przez drobnoustroje, a takze strzgp-
kami grzybdw, tworza makroagregaty, wewnatrz i mie-
dzy ktérymi wystepuja makropory o srednicy powy-
zej 6 um. Srodowiskiem wyraznie stabilniejszym dla
mikroorganizméw pod wzgledem: zasobnosci w wode,
zawartosci pokarmu, zaadsorbowanych makroczaste-
czek (bialka, DNA) i toksycznych gazéw (CO,, NO ),
a takze zagrozenia ze strony drapieznych pierwotnia-
kow, wazonkowcdéw, skoczogonkéw lub roztoczy, sa
mikroagregaty. Dlatego tez strukturalna réznorod-
no$¢ drobnoustrojow, czyli mozaika réznych popula-
cji skfadajacych sie na dang spolecznos¢, jest znaczaco
odmienna w mikro i makroagregatach glebowych [51].

Przy badaniu tak zlozonego srodowiska pojawia si¢
problem, jaka strategie poboru probek, jezeli chodzi
o analizowany obszar, ich liczbe oraz wielkos¢, zasto-
sowal, aby uzyskaé reprezentatywny dostep do jak
najwigkszej liczby mikroorganizméw wystepujgcych
w danej glebie. Niedocenianie tego problemu, zwlasz-
cza w przypadku stosowania metod molekularnych
w odniesieniu do bezposrednich ekstraktow DNA/RNA,
moze skutkowa¢ zafalszowanym obrazem strukturalnej
réznorodnosci i aktywnosci metabolicznej mikrobiomu.
Analizy mikrobiologiczne gleby musza uwzgledniaé
zmienno$¢ biordznorodnosci w czasie [95] mierzonej
w skali wieloletniej, rocznej (efekt por roku), dziennej
czy nawet godzinowej (pora dnia). Drugim faktem,
ktéry nalezy uwzgledniaé, jest zmienno$¢ biorézno-
rodnosci w przestrzeni w skali jednego pola lub wigk-
szej (regionu, kontynentu), gdzie duze znaczenie maja
zmieniajace sie¢ warunki edaficzne, gtéwnie pH [5, 51,
70]. Ta zmienno$¢ implikuje dokonywanie losowego
poboru wielu prébek (5-10), na obszarze kilkudziesie-
ciu metréw kwadratowych danego pola (terenu), ktore
moga by¢ analizowane osobno lub razem po zmiesza-
niu. W tym ostatnim przypadku obserwuje si¢ mniejsza
zmienno$¢ warunkow fizycznych gleby oraz struktural-
nej réznorodnosci mikrobiomu [2]. Przy poréwnywa-
niu réznorodnosci mikroorganizméw, wystepujacych
w réznych miejscach, musi by¢ uwzgledniony stopien
zmiennosci tej roznorodnosci w obrebie pojedynczego
miejsca, a wigc bardzo wazna jest liczba wykonanych
powtdrzen [64]. Pojedyncze probki, dajace reprezenta-
tywny obraz mikrobiomu glebowego, maja minimalng
wielkos¢ miedzy 0,125 a 0,250 g [43, 65], jakkolwiek nie-
kiedy lepiej jest zastosowa¢ wieksze 10-g probki zamiast
1-glub 0,1-g, aby zmniejszy¢ stopien zmiennosci struk-
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tury spotecznosci mikroorganizmdow obserwowany mie-
dzy prébkami [57]. Znalezienie ztotego $rodka w tym
przypadku opiera si¢ na: rodzaju badanych populacji
mikroorganizméw - dominujace lub rzadkie (tu lepiej
zastosowac wieksze probki), a takze samej glebie — efek-
tywnos¢ ekstrakcji DNA zmienia si¢ w zaleznosci od
typu gleby [51]. W mikroskali glebowej drobnoustroje
charakteryzuja si¢ wybitnie nieréwnomiernym roz-
mieszczeniem miedzy makro i mikroagregatami [54].
Wiele rzadkich populacji moze by¢ przeoczonych, jesli
badania nie beda prowadzone na poziomie tych agrega-
tow, z uwagi na maskujacy efekt dominujacych populacji
widoczny podczas analizy w makroskali tradycyjnych
probek glebowych [43].

Wysoce heterogeniczny charakter gleby, pod wzgle-
dem struktury oraz rozmieszczenia mikroorganizmow,
stanowi olbrzymie utrudnienie dla efektywnej ekstrakcji
DNA lub RNA metagenomu glebowego. Zagadnienie
to zostalo szerzej opisane we wczes$niejszej pracy prze-
gladowej [45]. Najogoélniej, kwasy nukleinowe ekstra-
huje sie z gleby, stosujac podejscie bezposrednie lub
posrednie, kiedy DNA lub RNA izoluje si¢ z wczesniej
wyodrebnionej frakcji komodrkowej drobnoustrojow
glebowych. Otrzymany metagenomowy DNA oczywis-
cie nie jest jednakowy pod wzgledem ilosciowym, i co
wazniejsze, jakosciowym (czystos¢ preparatu, stopien
pofragmentowania czasteczki - a wiec liczba i wielko$¢
fragmentéow DNA). Bezposrednia ekstrakcja daje od
10 do 100 razy wiecej DNA, ktory moze by¢ bardziej
zanieczyszczony zwigzkami humusowymi, zewnatrz-
komoérkowym DNA oraz silniej pofragmentowany na
krotsze odcinki (0,5-20kpz), niz w przypadku izo-
lacji DNA z frakcji komdrkowej (10-50 kpz, a nawet
150-1000 kpz). Ta procedura jest jednakze najczesciej
stosowana w analizie metagenomu glebowego, cho-
ciaz rzadko mozna uzyska¢ wiecej niz 60% ogodlnej
puli DNA mikroorganizméw obecnych w danej glebie,
ktdry jeszcze nawet w 30% moze by¢ tracony podczas
etapow oczyszczania [51]. Niekiedy korzystniejsze bywa
stosowanie procedury posredniej ekstrakcji DNA, ale
iw tym przypadku nalezy liczy¢ sie z tym, ze trudno jest
uzyskac wiecej niz 20-50% bakteryjnego DNA, z uwagi
na silng adsorpcje¢ komoérek do czastek glebowych [67].
Szereg specyficznych przeszkoéd charakterystycznych
dla kazdej ze strategii izolacji metagenomowego DNA
powoduje, ze uzyskiwany obraz réznorodnos$ci mikro-
biomu glebowego jest mimo wszystko fragmentaryczny
i zalezy w duzej mierze od rodzaju mikroorganizmoéw
i ich podatnosci na lize, rozmieszczenia oraz stopnia
dostepnosci komorek i uwolnionego DNA w strukturze
gleby. W takiej sytuacji, pewnym rozwigzaniem, umozli-
wiajagcym uzyskanie w miare wiarygodnego obrazu bio-
réznorodnosci, moze by¢ przeprowadzenie sukcesyw-
nego kilkakrotnego ekstrahowania DNA lub izolowania
komorek z tej samej probki glebowej [23].
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4. Analiza genetyczna mikrobiomu

Réznorodnosé mikroorganizméw w glebie moze by¢
rozpatrywana pod katem ogolnej oceny struktury mikro-
biomu i poréwnania miedzy réznymi probami, lub tez
moze dotyczy¢ doglebnej identyfikacji sktadu spoteczno-
$ci drobnoustrojow zasiedlajacej dang glebe. W zwigzku
z tym nalezy zastosowac rozne strategie do sporzadzania
probek oraz ekstrakcji DNA, jak wyzej opisano. Co wie-
cej, odmienny charakter bedzie tez mie¢ analiza meta-
genomiczna w obu przypadkach. Jesli celem jest pozna-
nie ogdlnej struktury spolecznosci mikroorganizméw
i ewentualnych zachodzacych w niej zmian, wystarcza-
jace jest wykorzystanie znanych metod ,,fingerprinto-
wych’, jak np. DGGE/TGGE czy T-RFLP [46]. Poniewaz
wigkszos¢ z tych metod opiera sie na wczesniejszej ampli-
fikacji filogenetycznych markeréw przez PCR, nalezy
by¢ $wiadomym pewnych probleméw specyficznych dla
reakcji PCR. Przyktadem istotnego problemu jest prefe-
rencyjne amplifikowanie fragmentéw genowych, pocho-
dzacych od populacji bedacych w mniejszosci, jesli takie
fragmenty charakteryzuja sie ponad przecietng efektyw-
noscig przylaczania starteréw i polimerazy DNA [91].
W konsekwencji otrzymane profile DNA nie beda rzetel-
nie odzwierciedla¢ sktadu analizowanego mikrobiomu.
Charakterystyczng cecha metod , fingerprintowych” jest
takze to, ze przedstawiony przez nie obraz mikrobiomu
obejmuje ograniczong liczbe dominujagcych populacji. Te
populacje moga by¢ identyfikowane poprzez klonowanie,
a nastepnie sekwencjonowanie poszczegdlnych fragmen-
tow DNA pochodzacych od réznych mikroorganizmoéw.
Nowa generacja metod ,,fingerprintowych” umozliwia
identyfikacje bakterii i archeonéw glebowych w oparciu
o mikromacierze genowe, ktére zawierajg od 500 000 do
110 000 025-merowych sond oligonukleotydowych hybry-
dyzujacych z metagenomowymi fragmentami genow
SSU rRNA po ich amplifikacji PCR, lub bezpos$rednio
z TRNA, albo dwuniciowym komplementarnym DNA
(dscDNA). Daje to mozliwos¢ wykrycia od okoto 9 000
(PhyloChip G2) do ponad 50 000 (PhyloChip G3) OTU
(operational taxonomic unit) drobnoustrojéw potencjal-
nie obecnych w metagenomie glebowym [1, 11, 17, 74].

Szczegdtowe poznanie sktadu mikrobiomu glebo-
wego wymaga zastosowania innego podejscia anali-
tycznego w stosunku do wyekstrahowanego z gleby
metagenomowego DNA. Jednym ze sposobdw, jed-
nocze$nie najczedciej stosowanym, jest wykorzystanie
filogenetycznego markera w postaci genu SSU rRNA
(16S u prokariotow lub 18S u eukariotéw), ktory po
amplifikacji PCR podlega klonowaniu celem otrzyma-
nia biblioteki reprezentujacej wszystkie mikroorganizmy
obecne w badanej glebie. Nastepnie poszczegolne sklo-
nowane fragmenty DNA s3 sekwencjonowane i pod-
dawane bioinformatycznej analizie. Drugim sposobem,
dzigki postepowi technologicznemu, jest analizowanie,
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na podobnej zasadzie, losowych fragmentéw DNA lub
calych metagenoméw. W tym przypadku pofragmen-
towany material genetyczny jest swoista mieszaning
fragmentéw DNA, w ktdrej szereg sekwencji nukle-
otydowych czegsciowo si¢ pokrywa. W zwigzku z tym,
po sekwencjonowaniu wystarczajacej liczby malych
odcinkéw DNA istnieje mozliwo$¢ odtworzenia duzych
fragmentéw DNA, wystarczajacych do identyfikacji tak-
sonow, lub bedacych wrecz rekonstrukejg kompletnego
genomu [99]. Oczywiste jest, ze w tej procedurze beda
wykrywane, w przewazajacej mierze, najliczniej repre-
zentowane organizmy, dlatego tak wazne jest postugi-
wanie si¢ wiekszymi probkami gleby w powtdrzeniach,
co jest czgsto trudne do spelnienia, aby wychwycic takze
sekwencje DNA pochodzace od rzadkich taksonow.
Pewng pomocg jest przypadkowa natura sekwencjo-
nowania typu ,shotgun’, ktéra zapewnia, ze wiele tych
organizmow jest reprezentowanych przynajmniej przez
jakie$ male fragmenty sekwencji nukleotydowych.
Niezaleznie od strategii zastosowanej do analizy
metagenomu, w klasycznej postaci niezbedny etap klo-
nowania moze dotyczy¢ matych lub duzych fragmentow
DNA, ktore tez sg wstawiane w rozne wektory. Biblio-
teka matych wstawek dotyczy fragmentéw DNA o wiel-
kosci do 20 kpz wprowadzonych do plazmidéw, nato-
miast duze fragmenty o wielko$ci do 40 kpz wstawiane
s3 do fosmidow lub kosmiddw, a te o wielkosci jeszcze
wigkszej, przekraczajacej nawet 100 kpz, znajdujg si¢
w sztucznym chromosomie bakteryjnym BAC. Wspom-
niane wektory posiadaja zalety i wady oraz rdznig si¢
przeznaczeniem (Tab. I), a ich uzycie zalezy od: jakosci
izolowanego glebowego DNA, wymagan odnosnie prze-
cietnej wielkosci wstawek w bibliotece, wymagan w sto-
sunku do liczby kopii wektora w komoérce gospodarza,
rodzaju samego gospodarza, oraz strategii uzytej do
przeszukiwania klonéw [14]. Niemal wszystkie biblio-
teki klonéw w poczatkowym etapie tworzenia, a takze
w celu przechowywania sekwencji DNA metagenomu,
wykorzystuja jako gospodarza bakterie Escherichia coli.
W przypadku klonowania fragmentéw DNA mikro-
organizmoéw glebowych, zwlaszcza w celu poézniejszej
analizy funkcjonalnej genéw, jako gospodarzy wybiera
sie wystepujace w glebie bakterie z rodzaju Pseudo-
monas lub Streptomyces [12, 92]. Komorki E. coli czg-
sto nie majg odpowiedniej maszynerii transkrypcyjno
translacyjnej (np. efektywne promotory, czynniki sigma
czy bialka regulatorowe), ktéra umozliwialaby ekspre-
sje genow lub operonéw pochodzacych od czlonkéow
mikrobiomu glebowego czesto rézniacych sie znacz-
nie zawarto$cig zasad G + C w genomie oraz systemem
wydzielniczym biatek, co skutkuje niklg iloscig (niekiedy
mniej niz 0,01%) uzyskanych pozytywnych klonéw
podczas jednej rundy przeszukiwania biblioteki [13,
30]. Konstruowane biblioteki metagenomu glebowego
sg z reguly bardzo obszernymi kolekcjami fragmentow
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Tabela I

Poréwnanie uzytecznosci wektoréw niosacych rézne wstawki DNA w konstrukcji bibliotek metagenomowych

Male wstawki DNA (plazmidy)

Duze wstawki DNA (fosmidy, kosmidy, BAC)

Zalety o Duza liczba kopii umozliwiajaca wykrywanie genow

o stabej ekspresji
« Klonowanie pojedynczych genéw lub matych operonéw
(np. geny enzymow lub antybiotykoopornosci)
» Mozliwa jest ekspresja genéw spod promotora wektora
» Mozliwe jest klonowanie pofragmentowanego
lub zanieczyszczonego DNA
« Technicznie proste

« Duze fragmenty DNA (nawet > 100 kz) mogg zawiera¢
cale operony dla funkeji metabolicznych (np. réznych
biosyntez, enzymow katabolicznych)

 Mniejsza liczba klonéw konieczna do przeszukiwania
w celu wykrycia nosicieli genu(éw)

» Modyfikowane BAC daja mozliwo$¢ przelaczania miedzy
zachowaniem w pojedynczej i wielu kopiach co przynosi
korzysci dla ilosci otrzymywanego DNA i poziomu
ekspresji genow

» Odpowiednie dla cz¢$ciowej charakterystyki genomowej
niehodowanych mikroorganizméw glebowych

Wady

o Male fragmenty DNA (<20 kz) niosa ograniczona
informacje genetyczna

 Mozliwa eliminacja czeéci informacji filogenetycznej
z uwagi na ekspresje toksycznych dla gospodarza genéw

« Konieczno$¢ selekcji wasciwej procedury ekstrakcji DNA
oraz klonownia dla uzyskania duzego udzialtu DNA
pozadanych mikroorganizméw

« Konieczno$¢ regulacji poziomu ekspresji klonowanych
gendw przez dobor wektoréw z indukowalng kontrolg
ekspresji genu wstawki lub liczby kopii plazmidu

o Olbrzymia liczba klonéw konieczna do przeszukiwania
w celu znalezienia nosicieli genu

« Niewtasciwe do badania aktywnosci oraz szlakéw bioche-
micznych kodowanych przez wigksze ugrupowania genowe

» Male fragmenty DNA metagenomu s tracone, a wiec
pewne taksony moga by¢ zbyt rzadko reprezentowane
o Mala liczba kopii uniemozliwia wykrywanie genéw
o slabej ekspresji
« Ograniczona ekspresja gendéw spod promotora wektora
» Mozliwa eliminacja czgsci informacji filogenetycznej
z uwagi na ekspresje toksycznych dla gospodarza genéw,
stad konieczno$¢ zachowania pojedynczych kopii
w bibliotece do momentu skriningu funkcji
« Niezbedny wysoko-molekularny DNA o znacznej
czystosci do konstrukeji biblioteki
o Technicznie trudne

DNA. Oznaczajac liczbe rdznych genomoéw prokario-
tycznych obecnych w gramie gleby obliczono, Ze nie-
zbedne jest w tym celu postuzenie si¢ ponad 107 plazmi-
dowych klonéw, zawierajacych 15kpz wstawki DNA,
albo 10° klonéw BAC, niosacych wstawki o wielkosci
100 kpz [33]. Te obliczenia sg oparte na zalozeniu, ze
wszystkie gatunki sg rownocennie reprezentowane, co
w warunkach naturalnej gleby jest niespotykane. Co
wiecej, azeby uzyskac¢ rzeczywista reprezentacje geno-
mow, uwzgledniajac takze rzadko wystepujace (ponizej
1%), nalezatoby skonstruowac¢ biblioteki zawierajace
ponad 10 000 Gpz glebowego DNA, co odpowiadatoby
10" klonéw BAC [66]. Zaktadajac poprawnos¢ tych
obliczen, genetyczna zawarto$¢ opublikowanych do tej
pory bibliotek glebowych (czesto 100-200 Mpz, maksy-
malnie kilka Gpz, dla danej gleby) jest nikla, jesli cho-
dzi o pokrycie catego metagenomu glebowego [32, 76].
Ponadto, biblioteka BAC genéw 16S rRNA, zawartych
we fragmentach otrzymanych po trawieniu enzymem
restrykcyjnym (np. HindIlI) wysokomolekularnego
DNA glebowego, moze reprezentowa¢ odmienny skfad
populacji bakterii (mniejszy udziat Bacillus, Alphaprote-
obacteria, grupy Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides,
Gemmimonas; brak Chloroflexi oraz Grupy Termitowej),
anizeli biblioteka klonéw genéw 16S rRNA otrzymanych
z wyekstrahowanego DNA i poddanego bezposredniej
amplifikacji PCR (mniejszy udzial Betaproteobacte-
ria, Gammaproteobacteria, Acidobacterium, WS3; brak

OP10, Planctomycetes oraz Actinomycetes). Ten przyktad
zbadan Liles i wsp. [50] jest wymownym $wiadec-
twem wplywu sposobu konstruowania biblioteki meta-
genomu na koncowy obraz strukturalnej réznorodnosci
mikrobiomu w analizowanej glebie. W sumie, wiedza
jaka dysponujemy obecnie obejmuje populacje domi-
nujacych mikroorganizmoéw. Fakt ten nie powinien dzi-
wi¢, jesli uswiadomimy sobie ograniczenia metodyczne
zwigzane z ekstrakcja DNA z gleby, jego klonowaniem,
a takze minimalnym pokryciem metagenomu glebo-
wego (przy wymaganym ponad 100, a nawet 1000 krot-
nie wickszym, aby uwzglednic¢ rzadkie mikroorganizmy)
zapewnionym przez konstruowane biblioteki. Dodat-
kowo nalezy pamieta¢, ze rzadkie mikroorganizmy nie
beda reprezentowane w bibliotece bez zastosowania
weczesniejszej procedury ich wzbogacania w glebie [42].

Zaréwno male, jak i duze wstawki DNA metageno-
mowego, zgromadzone w odpowiednich bibliotekach,
od poczatku byly sekwencjonowane, podobnie jak
w przypadku analizy pojedynczych genomdw, w oparciu
o metode¢ Sangera opierajaca si¢ na wlaczaniu dideok-
synukleotydow i syntezie komplementarnej nici DNA
do jednoniciowej matrycy. W analizie sekwencyjne;j
genomow niezbedne bylo zastosowanie znacznikéw
fluorescencyjnych dla nukleotydéw i zautomatyzowa-
nie procesu z wykorzystaniem 96 kanatowych kapilar-
nych sekwenatoréw [4]. Dla przyktadu, oparty na meto-
dzie Sangera system 3730 xI firmy Applied Biosystems
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umozliwia sekwencjonowanie w ciggu dnia od ponad
1000 do ponad 3800 probek DNA o wielkosci od 500
do ponad 800 pz, dajac taczny odczyt sekwencji DNA
od 1 do 2 Mz. Dalszy postep przyniosto wprowadzenie
do badan w 1996 roku sekwencjonowania nowej gene-
racji, ktore jest ponad 50-krotnie wydajniejsze i zamiast
metody dideoksy wykorzystuje technike niezalezng od
elektroforezy, ani innego sposobu rozdzielania frag-
mentéw DNA, a opartg na pirosekwencjonowaniu.
W tej nowej metodzie komplementarna do matrycy
ni¢ DNA jest syntetyzowana bez udzialu dideoksynu-
kleotydow, a wstawianym przez polimeraz¢ DNA nukle-
otydom towarzyszy uwolnienie czgsteczki pirofosforanu
i, w obecnosci sulfurylazy ATP oraz lucyferazy, docho-
dzi do emisji $wiatta. Niewtaczone nukleotydy i nad-
miarowe ATP s3 usuwane przez apiraze, a sekwencja
nukleotydéw jest rejestrowana w postaci pirogramu,
w ktérym poszczegodlne piki o réznej wielkosci odpo-
wiadaja odpowiedniej ilosci rejestrowanych sygna-
téw s$wiatla proporcjonalnych do liczby wstawianych
w danym momencie nukleotydéw. Ogromna ilo$¢ uzy-
skanej informacji, w postaci ponad 2 500 000 sekwen-
cji DNA (powyzej 350 pz), przekracza lacznie miliard
zasad na dzien, przy zdecydowanie mniejszych kosztach
w poréwnaniu z sekwencjonowaniem kapilarnym [56].

Sekwencjonowanie nowej generacji opiera si¢ obec-
nie na trzech konkurencyjnych systemach: 454 Life
Sciences, Solexa/Illumina oraz SOLID [56], ktére rdznig
sie wielkoscig i ilo$cia fragmentéw DNA uzyskanych po
sekwencjonowaniu, wydajnoscia syntezy na cykl oraz
dzien (Tab.II). Ta odmiana sekwencjonowania nie
wymaga wczesniejszego klonowania fragmentéw DNA
w wektorach, ktore tez nie dla kazdego z nich musi by¢
skuteczne. Najnowsza wersja platformy Solexa/Illumina,
oparta na sekwenatorze krotkich sekwencji SOLiD4,
generuje DNA skfadajacy sie z 50-z fragmentow o facz-
nej dtugosci przeszto 100 Gpz, w ciagu jednego cyklu.
Niemniej do analizy metagenomicznej najwygodniejsze
jest stosowanie 454-pirosekwencjonowania, zwlaszcza
nowszej platformy GS Titanium, ktéra zapewnia syn-

teze wiekszych fragmentéw DNA (400-700 pz) i ponad
pieciokrotnie wieksza wydajnos¢ (400-600 Mpz), w sto-
sunku do pierwszej wersji GS20. Diuzsze sekwencje ufa-
twiajg dalsza analize bioinformatyczna, poniewaz zapew-
niaja poprawne poszukiwanie homologii za pomoca
BLAST w bankach sekwencji DNA i skfadanie dtugich
kontigéw. W konsekwencji ulatwia to filogenetyczne
powigzanie genéw z ich macierzystymi organizmami
oraz poprawia identyfikowanie gatunkéw z dostepnych
fragmentéw pochodzacych z genu 16S rRNA [98].
Sekwencjonowanie metagenomu moze dotyczy¢ cal-
kowitego DNA wyizolowanego z gleby, i jest przeprowa-
dzane wedlug strategii typu ,,shotgun’, albo tez jest prze-
prowadzane na frakcji tego DNA wzbogaconej przez PCR
[7]. Pierwsza strategia prowadzi do uzyskania maksy-
malnej informacji o sekwencjach nukleotydowych czton-
kéw spotecznodci mikroorganizmoéw i wszystkich funk-
cjonalnych genach obecnych w mikrobiomie. Poniewaz
mikrobom niesie olbrzymia ilo§¢ informacji genetycznej,
dostep do niej wigze sie z koniecznoscia przeprowadze-
nia bardzo wielu sekwencjonowan, co jest kosztowne
i wymaga znacznego zaangazowania mocy obliczenio-
wych oraz zaawansowanych metod bioinformatycznych.
Jednakze nawet wtedy nalezy liczy¢ sie z mozliwoscia
przeoczenia populacji rzadko reprezentowanych w spo-
tecznosci mikroorganizméw. Wzbogacanie tylko czesci
DNA przez PCR, najczesciej w postaci genow SSU
rRNA, ale takze innych konserwowanych ewolucyjnie
(np. recA), wymaga: uzycia mniejszych probek zréd-
fowych (wystarcza nawet ng DNA), mniejszej liczby
sekwencjonowan w celu wykrycia réwniez gatunkéw
rzadkich oraz zastosowania prostszej analizy bioinfor-
matycznej. Chociaz 454-pirosekwencjonowanie gene-
ruje diugie sekwencje DNA, to jednak s3 one wyraznie
krotsze, niz np. gen 16S rRNA (1542 pz), co mogloby
budzi¢ zastrzezenia w kwestii przydatnosci tej metody
do analizy filogenetycznej. Jednakze okazalo sie, ze
amplifikacja fragmentéw obejmujacych region V6 oraz
V7 (V6 +V7) genu 16S rRNA przy uzyciu uniwersalnych
starterow pozwala na oszacowanie poréwnywalnego

Tabela II

Poréwnanie wydajnosci sekwencjonowania technika elektroforezy kapilarnej oraz trzech odmian sekwencjonowania

nowej generacji

System .V.\/ydajnos’ct / Wydajnos’c’ Wyda):noéc’. ’ Sekwe:rllcje
(milion pz/dzien) (milion pz/cykl) (sekwencje/dzien) (dtugos¢, pz)
Dideoksy 3730x1 1-2 0,8 8000 >800
454 Titanium' 1000 450-700 1-2,5%x10° 600-1000
SOLiD? 7000 -20000 90000 - 300000 >1,3x 108 50-75
Solexa/Illumina’ 55000 - 106000 120000 - 600000 55-10x108 2x100-2x150

! Podane warto$ci dotycza systemu GS FLX XL+ oraz GS FLX XLR70, ktérych cykl pracy wynosi odpowiednio 23 lub 10 godz.;

* podane wartosci dotycza systemu 5500 oraz 5500xI;

* dostepne s3 cztery gtéwne odmiany sekwenatoréw. Podane wartosci dotyczg typu HiSeq2500 pracujacego w wariancie szybkim
(cykl ok. 27 godz.) lub wysokiej wydajnosci (cykl ok. 11 dni)
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bogactwa gatunkow drobnoustrojéw, jak w przypadku
stosowania kompletnych sekwencji genu [100]. Réwniez
inne regiony zmienne genu 16S rRNA mogg by¢ pomysl-
nie wykorzystywane do analizy metagenomicznej,
a generowane podczas pirosekwencjonowania fragmenty
genu okresla sie mianem pirotagéw [18, 75]. Ponadto,
pirotagi pochodzace z réznych prébek (np. gleb) moga
by¢ réwnoczesnie syntetyzowane i nastepnie rozpozna-
wane dzieki specyficznej konstrukeji starterow, ktore
miedzy odcinkami adaptoréw A i B, niezbednych dla
procesu pirosekwencjonowania, a wlagciwymi regionami
starterow, zawieraja unikalne 5-z lub dluzsze odcinki
kodowe charakterystyczne dla kazdej probki [7]. W ten
sposob, nawet ponad 100 réznych probek DNA amplifi-
kowanych przez PCR moze by¢ sekwencjonowane pod-
czas jednego cyklu w sekwenatorze 454 Titanium [31].
W wigkszosci badan kolekcja okoto 25 000-50 000 piro-
tagow jest wystarczajaca dla adekwatnego zobrazowania
strukturalnej ré6znorodnosci mikrobiomu [76].
Pirosekwencjonowanie metagenomu glebowego
moze generowac setki tysiecy krotkich (300-800z),
jesli poréwna¢ z metoda dideoksy, sekwencji DNA
lub pirotagéw podczas jednego cyklu, a ich konicowa
liczba zalezy od stopnia ztozonosci metagenomu. Taka
olbrzymia ilo$¢ sekwencji nukleotydowych daje mozli-
wos¢ wychwycic takze rzadkie populacje mikroorgani-
zmow, przy zalozeniu, ze kazdy fragment DNA (piro-
tag) identyfikuje odpowiedniego czlonka mikrobiomu.
Analiza zlozonego metagenomu glebowego, w oparciu
o tradycyjne sekwencjonowanie (kapilarna elektro-
foreza, CAE) ograniczonej liczby klondw, nie daje tej
mozliwosci i skutkuje rozpoznaniem jedynie dominu-
jacych populacji, reprezentowanych przez odpowied-
nie filotypy wyrdéznione na bazie ponad 1000 pelnych
sekwencji genu 16S rRNA [20, 76]. Jednakze ta prze-
waga pirosekwencjonowania moze by¢ okupiona nie-
bezpieczenstwem przeszacowania liczby OTU w postaci
stwierdzenia ich nadmiernej lub zbyt malej liczby. Jak
sie okazalo, pewne regiony zmienne (V1+V2, V6)
genu 16S rRNA dajg podczas analizy przesadnie duzo
OTU, inne wysoce zmienne regiony (V3, V7, V7 + V8)
generujg zbyt malg liczb¢ OTU, natomiast regiony V4,
V5+ V6 oraz V6 + V7 s zrodlem pirotagdw pozwalaja-
cych oszacowa¢ podobna liczbe OTU, jak w przypadku
sekwencjonowania prawie kompletnego genu [100].
Aby unikng¢ nadmiaru OTU, zwlaszcza wsrdd rzadkich
populacji, przyjmuje si¢ tez 0,2% dla bledu pirosekwen-
cjonowania oraz 97% podobienstwo sekwencji DNA,
jako progowe wartos$ci dla definiowania wiarygodnych
OTU (filotypéw) do gatunkéw i wyznaczania ich bogac-
twa w danym mikrobiomie [47]. Liczba stwierdzanych
OTU roénie wraz ze wzrostem zlozonosci metagenomu
iiloscig sekwencjonowanych fragmentéw DNA, a zalez-
nos¢ ta jest obrazowana w postaci krzywej rozgeszcze-
nia filotypdw, ktéra mozna wyznaczaé przy poziomach
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dystansu genetycznego 3%, 5% lub 20%, charaktery-
stycznych odpowiednio dla gatunku, rodzaju lub typu
mikroorganizmu. W bogatej w bakterie glebie stan nasy-
cenia krzywej daje sie zaobserwowac tylko na poziomie
typu, natomiast w przypadku nizszych taksonéw, nawet
znaczna liczba sekwencji DNA otrzymanych przez piro-
sekwencjonowanie nie zapewnia pokrycia wszystkich
organizmow zasiedlajacych glebe [55].

Oznaczanie liczby filotypdw, wchodzacych w sklad
mikrobiomu, i ich identyfikowanie na podstawie analizy
sekwencji nukleotydowych sklonowanych w wektorach,
wymaga stosunkowo prostej procedury bioinformatycz-
nej. Bogate bazy sekwencji nukleotydowych genu 16S
rRNA moga by¢ przeszukiwane za pomocg programu
BLAST pod katem najwiekszego podobienstwa w sto-
sunku do badanych probek. Olbrzymia ilo$¢ sekwencji
DNA generowanych podczas pirosekwencjonowania
wymaga o wiele wigkszej obrobki surowych danych,
wsrdd ktorych sekwencje (pirotagi) o wlasciwej dhu-
gosci, stosownej do analizy filogenetycznej, musza by¢
wyselekcjonowane i pogrupowane przez tworzenie kon-
tigow lub klastréw podobnych fragmentéw DNA, celem
redukcji liczby danych. Z reguly im dluzsze sa sekwencje
DNA, tym niosg bardziej przydatna informacje do filo-
genetycznego lub taksonomicznego dopasowania przez
poréwnanie ze znanymi sekwencjami DNA, cho¢ plat-
forma MG-RAST zadowala si¢ nawet 75-z fragmentami
[81]. Nalezy pamigta(, ze liczba pirotagéw powstajacych
podczas jednego cyklu pracy sekwenatora stanowi
powazne wyzwanie dla mocy obliczeniowych zwia-
zanych z dopasowaniem sekwencji DNA i dzialaniem
algorytmow konstrukeji drzew pokrewienstw. Znaczacy
procent sekwencji DNA z metagenomu glebowego nie
znajduje istotnych homologéw BLAST w dostepnych
bibliotekach [62]. O mozliwych rozmiarach tego pro-
centa niech $wiadczy fakt, ze nawet w przypadku kom-
pletnie poznanych genomoéw czystych kultur bakteryj-
nych od 35 do 45% przewidzianych otwartych ramek
odczytu (ORF) nie ma istotnych homologéw w bazie
sekwencji nukleotydowych GenBank [73]. Nie ma
programu, ktory bylby w stanie obliczy¢ dopasowanie
dla setek tysiecy pirotagéw, co wymagaloby stworze-
nia matrycy odlegloéci o pojemnosci przekraczajacej
terabajt. Stosujac narzedzia relacyjnej bazy danych,
mozna probowac sobie poradzi¢ z tym problemem, ale
i wtedy mozna dla przyktadu dopasowaé¢ maksymal-
nie 37 000 unikalnych sekwencji DNA sposrod catodci
wynoszacej 725000 pirotagdw [76].

5. Analiza funkcjonalna metagenomu
Podczas analizy metagenomicznej, nie tylko chodzi

o poznanie réznorodnosci mikroorganizméw tworzg-
cych mikrobom glebowy, ale réwnie wazne jest poszu-
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kiwanie funkcjonalnych genéw, a wiec dowodéw na
wystepowanie okreslonych aktywnosci metabolicznych
wiérdd cztonkdw mikrobiomu. Biblioteki klondw, zawie-
rajace na wektorach mate badz duze wstawki metageno-
mowego DNA, s3 przeszukiwane pod katem ekspresji
genu okreslonej nowej cechy fenotypowej w bakteryjnym
gospodarzu (np. E. coli), ktéry nie ma tej cechy zako-
dowanej w swoim genomie. Wymaga to zastosowania
dokladnego przeszukiwania wszystkich klonéw wyro-
stych na podtozu réznicujacym, i czesto mozna wykry¢
obecno$¢ badanej cechy u zaledwie kilku klonéw na setki
tysiecy czy kilka milionéw analizowanych [42]. Sprawa
jest latwiejsza, jesli poszukiwana cecha moze by¢ jed-
noczesnie markerem selekcyjnym (np. oporno$¢ na
antybiotyk czy metal cigzki), co pozwala otrzymac na
podlozu selekcyjnym wzrost klonéw niosacych stosowne
geny warunkujace metalooporno$¢ [53, 61]. Inny sposob
polega na wykorzystaniu, jako gospodarzy, szczepéw lub
ich mutantow, ktore wymagajg heterologicznej komple-
mentacji ze strony genu pochodzacego z metagenomu,
aby rosna¢ na podlozu selekcyjnym. W tym przypadku
obserwuje si¢ jedynie wzrost zrekombinowanych klondw,
ktdre posiadajg stosowny gen i wytwarzajg aktywny pro-
dukt tego genu, np. dioksygenaze naftalenowq czy race-
maze lizyny [9, 58]. Interesujaca metoda przeszukiwania
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biblioteki klonéw jest wzbudzanie ekspresji genu z meta-
genomu w klonach, ktére wyrastaja na podlozu wzbo-
gaconym w stosowny substrat dla enzymu kodowanego
przez badany gen (operon). W ten sposob sa wykrywane
przyktadowo geny: esterazy lub lipazy przez powstawanie
przezroczystego halo wokét kolonii na podtozu wskaz-
nikowym, dioksygenazy ekstradiolowej przez wytwarza-
nie z6ltego produktu oraz geny zwigzane z rozkladem
4-hydroksymaslanu na podlozu z dodatkiem chlorku
tetrazolowego [21, 32, 36, 37, 80].

Wspomniane metody przeszukiwania biblioteki
klonalnej metagenomu sg poteznym narzedziem stu-
zacym identyfikowaniu genéw kodujacych naturalne
produkty lub odpowiedzialnych za okreslong aktywnos¢
metaboliczng wérdd wszystkich czlonkéw mikrobiomu,
a nie tylko tych, ktérzy poddaja sie hodowli (Tab. III).
Jednakze réwniez tutaj pojawia si¢ szereg ograniczen,
ktore sa trudne do pokonania. Wykrywanie rekombi-
nowanych klonéw, w ktérych wprowadzony gen (ope-
ron) ulega ekspresji, wybitnie zalezy od jego skutecznej
transkrypcji, translacji, sktadania biatka oraz efektyw-
nego wydzielania produktu przez komorke bakteryjnego
gospodarza. Dlatego coraz czesciej E. coli jest zaste-
powana przez bakterie, ktére wystepuja w glebie (np.
Pseudomonas, Streptomyces, Sinorhizobium, Rhizobium,

Tabela IIT

Przyklady analizy funkcjonalnej bibliotek klonalnych metagenoméw réznych gleb [14, 82, 89]

Wstawka | Metagenom
Gleba Wektor Klony (kz) (Ga) Geny
Nieuprawna BAC 12000 37 0,42 substancji antybakteryjnych
(indyrubina i pokrewne)
Alkaliczna lessowa plazmid 100000 8-12 1,0 proteaz
Glina piaszczysto-ilasta fosmid 100000 30-40 3,5 syntazy poliketydowej
Le$na fosmid 33700 35 1,18 lipaz
Glina pylasta plazmid 200000 4,1 4,2 antybiotykoopornosci'
58000 2,7 (Kmy, Tcf, Am?’, Bs', Tm?, Sm?)

250000 3,5

650000 3,5
Lakowa plazmid 1500000 5-8 7,8 rozkladu 4-hydroksymaslanu lipaz
Pole burakéw cukrowych antyporterowe Na*/H*
Pole uprawne plazmid 80000 52 0,42 amidaz
Laka plazmid 583000 44 4,05 produkcji karbonylu
Pole burakéw cukrowych 360000 3,8
Pole zb6z 324000 3,5
Przy strumieniu pokryta mchem | plazmid 30000 3,5 0,11 amylaz
Lesna fosmid 113700 >30 3,4 syntaz poliketydowych
Trawiasta fosmid 15000 35-45 1,0 biosyntezy leinamycyny, mupirocyny

i pimarycyny syntazy poliketydowej

Tlasta fagemid? 55000 6,5-7 3,5 antybiotykoopornosci®
Zwirowo-ilasta sucha 495000 (Ap', Gm', Cm', Tmp")

! Nowe geny opornoéci na kanamycyne, tetracykling, apramycyne, butyrozyne, tobramycyne oraz sisomycyne;

? Konstrukt oparty na fagu lambda;

* Nowe geny opornosci na ampicyling, gentamycyne, chloramfenikol oraz trimetoprim
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Burkholderia, Bacillus, Sphingomonas), a wiec dysponuja
stosowng maszynerig regulacyjng dla ekspresji genéw
wniesionych na wektorze [21]. Réwnoczesnie dobierane
sa odpowiednie wektory o szerokim spektrum gospo-
darzy lub wektory wahadtowe (np. BAC), ktére zawie-
rajg wigcej niz jedno miejsce startu replikacji lub moga
integrowac si¢ do chromosomu. Wektory wahadlowe
umozliwiaja na przyktad przejecie wstawki DNA meta-
genomowego z biblioteki wyjsciowej skonstruowanej
na E. coli przy uzyciu stabilnego wektora fosmidowego
i wprowadzenie jej, w celu ekspresji, do nowego gospo-
darza, np. Pseudomonas [8].

Wykrywanie funkcjonalnych genéw, w tym takze
nowych, w metagenomie glebowym odbywa sie row-
niez poprzez sekwencjonowanie zawartosci biblioteki
klonéw lub bezposrednio przez pirosekwencjonowanie
fragmentéw wyekstrahowanego DNA mikrobiomu.
Podczas sekwencjonowania typu ,shotgun” interesu-
jacych gendw, wystepujace w regionach flankujacych
markery filogenetyczne (np. gen 16S rRNA) pozwalaja
na identyfikacje taksonomiczng aktywnych metabo-
licznie mikroorganizméw [32]. Funkcjonalng analize
mozna takze przeprowadzié, wykorzystujac mikro-
macierze zawierajace geny zaangazowane w kluczowe
procesy biogeochemiczne. Przykladem jest obszerna
mikromacierz GeoChip oparta na 28000 50-mero-
wych oligonukleotydach obejmujacych 57 000 sekwencji
DNA z 292 kategorii genow, ktore odpowiadaja za prze-
miany C, N, S, P, metaloopornos¢, redukcje metali lub
degradacje ksenobiotykéw [34]. W ten sposob mozna
monitorowaé obecnos$¢ lub ekspresje tysiecy genodw,
uwzgledniajac zarowno aspekty jako$ciowe, jak i ilos-
ciowe, w jednym eksperymencie. W dodatku ta tech-
nika pozwala dokonywac¢ analizy poréwnawczej wielu
réznych probek rownoczesnie. Jednakze efektywnos¢ tej
techniki w duzej mierze zalezy od doboru i konstrukeji
stosownych sond genowych, jakosci i ilo$ci izolowanego
metagenomowego DNA oraz wlasciwego przeprowadze-
nia procesu PCR. Ponadto, nalezy pamigta¢, ze metoda
mikromacierzy DNA bazuje na sondach opracowanych
w oparciu o znane sekwencje nukleotydowe genéw i dla-
tego moze przeoczy¢ nowe geny obecne w metagenomie,
a ktorych brak w mikromacierzy. Stanowi to powazny
problem, poniewaz metoda ta nie wykrywa wielu funk-
cji obecnych wsrdd populacji bakterii glebowych, ktore
nie zostaly opisane, a moga prawdopodobnie reprezen-
towac znaczacg frakcje mikrobiomu glebowego [13, 19].

6. Strukturalna réznorodnos¢ mikroorganizmow
w réznych srodowiskach glebowych

Podejscie metagenomowe znaczgco zmienilo nasze
wyobrazenie o strukturalnej réznorodnosci mikrobiomu
glebowego oraz aktywnos$ci metabolicznej, i w kon-
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sekwencji roli ekologicznej poszczegdlnych cztonkéw
tej spolecznosci. Nasze mozliwosci poznawcze ulegly
poszerzeniu o $wiat mikroorganizméw stanowigcych
do niedawna milczaca wigkszos¢. Pierwsza publikacja,
przedstawiajaca klonalng biblioteke genu 16S rRNA
drobnoustrojow glebowych, byla praca Liesack
i Stackebrandt z 1992 roku [49]. Wkrétce potem
takie biblioteki zaczeto otrzymywa¢ w odniesieniu do
szerokiego zakresu roznych gleb, a taki sposdb identy-
fikacji mikroorganizméw, zwlaszcza wraz z rozwojem
metod ,fingerprintowych’, na trwale zadomowil si¢
w mikrobiologii sSrodowiskowej. Pierwszy metagenom
glebowy o wielko$ci przekraczajacej 1 Gpz, w postaci
biblioteki klonalnej konstruowanej na bazie BAC, wyka-
zal obecno$¢ w glebie bakterii z taksonow Acidobacte-
rium, Cytophagales oraz Proteobacteria [69]. Na podsta-
wie meta-analizy dostepnych informacji z klonalnych
bibliotek wynika, ze w glebie moze wystepowac 32 typy
bakterii, posrod ktorych 9 dominuje [39]. Do tych ostat-
nich naleza: Proteobacteria (39%, zakres 10-77%), Aci-
dobacteria (20%, zakres 5-46%), Actinobacteria (13%,
zakres 0-34%), Verrucomicrobia (7%, zakres 0-21%),
Bacteroidetes (5%, zakres 0-18%), Chloroflexi (3%,
zakres 0-16%), Planctomycetes (2,5%, zakres 0-8%)
oraz Gemmatimonadetes (2%, zakres 0-4%). Zwraca-
jaca uwage jest mala reprezentacja bakterii z typu Fir-
micutes (2%, zakres 0-8%) zawierajacych takie typowe
bakterie glebowe, jak Bacillus oraz Clostridium, co moze
mie¢ jednak zwigzek z trudnoscig ekstrakcji DNA z tych
Gram-dodatnich i przetrwalnikujacych bakterii.
Przecietne biblioteki metagenomu glebowego sa
male i obejmujg miedzy 300 a 500 klondw, wyjatkiem
sa biblioteki sporzagdzone w odniesieniu do gleb z Min-
nesoty oraz Alaski, ktére zawieraja odpowiednio 1700
oraz 1033 klondéw [71, 86]. Efektem tego jest niepelne
pokrycie mikrobiomu glebowego i ograniczenie struktu-
ralnej réznorodnosci do dominujacych populacji. Pozo-
stala reszta mikroorganizméw, wystepujaca w malych
liczebnie populacjach, skupia jednakze w sobie wiek-
sz0$¢ genetycznej roznorodnosci mikrobiomu i stanowi
»rozrzedzong biosfere” [75]. By mdc dotrze¢ do tych
drobnoustrojow, Elshahed i wsp. [22] opracowali
biblioteke zawierajaca 13 001 klonéw prawie komplet-
nej sekwencji genu 16S rRNA bakterii wystepujacych
w glebie preriowej. Analiza filogenetyczna umozliwila
im wyrdznienie 34 typow bakterii, w$rod ktorych 15
ma znanych przedstawicieli hodowlanych, 14 jest okre-
Slanych jako typy o statusie kandydatow, natomiast
5 (KFS1-KFS5) stanowi calkiem nowe typy. Wsrod
najliczniej reprezentowanych w bibliotece sg typy:
Actinobacteria (24%), Acidobacteria (20%), Alphapro-
teobacteria (10%), Deltaproteobacteria (8%), Chloroflexi
(7%), Verrucomicrobia (6%), Bacteroidetes (5%), Planc-
tomycetes (4%), Gemmatimonadetes (3%). Maly udzial,
ponizej 1%, ma az 24 typow bakterii (np. TM7, OP11,
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WS3, OD2, Cyanobacteria, Chlorobi), a 14 z nich jest
reprezentowanych tylko przez kilka klonéw (np. Fibro-
bacter, Chlamydia).

Gleba jest przykladem $rodowiska, w ktorym wyste-
puje znaczaca liczba rzadkich gatunkéw bakterii, ktore
mogg stanowic¢ od 18 do 37% wszystkich OTU , repre-
zentowanych w bibliotece klonéw [22]. Najwiecej rzad-
kich gatunkéw nalezy do typu Planctomycetes (34-78%),
a najmniej do Acidobacteria (12-25%). Ponadto, wsrod
tych rzadkich gatunkéw mozna wyrdzni¢ dwie grupy,
z ktoérych pierwsza, reprezentowana przez 84-92%
czlonkow, wykazuje bliskie pokrewienstwo z przed-
stawicielami liczniej zasiedlajgcych glebe typow bak-
terii, natomiast druga grupa, w ilosci 8-16%, obejmuje
gatunki wybitnie unikalne filogenetycznie, lub nalezace
do typéw znanych z innych $rodowisk (np. Chlorobi,
Caldithrix, BRC-1). O roli ekologicznej tych rzadkich
mikroorganizméw, zwlaszcza nalezacych do drugiej
grupy, prawie nic nie wiadomo. Mozna przypuszczaé,
ze przejmuja one okreslone funkcje biogeochemiczne
w sytuacji drastycznych zakidcen fizykochemicznych
zachodzacych w glebie (np. podczas suszy, zanieczysz-
czenia ksenobiotykami), kiedy ich populacje moga
stanowic istotny skladnik zmienionej struktury mikro-
biomu [22]. Mozna tez sadzi¢, ze szereg unikalnych
gatunkow wsrdd tej ,rozrzedzonej biosfery” spelnia
specyficzne, nieznane jeszcze funkcje w ekosystemie
glebowym, lub tez jest pozostatoscia ewolucji mikro-
organizmow - niemniej stanowigcg istotny bank infor-
macji genetycznej. Te swego rodzaju relikty ewolucji,
jakkolwiek wspolczesnie przytloczone konkurencja
taksondéw dominujacych, moga charakteryzowac¢ si¢
wyjatkowg zdolnoscig przezycia oraz unikania procesu
wymierania, stanowigc jakby pamie¢ genetyczng eko-
systemu wykorzystywang do odtworzenia jego typowej
struktury i funkcji po katastrofie ekologiczne;j.

Zaleta analizy metagenomicznej jest mozliwo$¢
dokonania poréwnania réznorodnosci bakterii, arche-
onow, grzybow oraz wirusdw wystepujacych w skrajnie
réznych srodowiskach glebowych [25]. Okazuje sig, ze
niezaleznie od typu gleby liczba unikalnych OTU .
(gatunkow) archeondw i grzybdéw moze by¢ réwna,
a nawet przewyzszac liczbe unikalnych OTU . bakterii,
co jest nowym spostrzezeniem, gdyz przyjelo si¢ uwa-
za¢ bakterie za najbardziej zréznicowang grupe mikro-
organizmow glebowych [6]. Bakterie jednakze moga
charakteryzowa¢ si¢ podobnym bogactwem gatun-
kow (ok. 10*OTU ) w réznych glebach, podczas gdy
archeony liczniej s reprezentowane w glebie pustynnej
(107 OTU, ), grzyby w glebie preriowej (10° OTU, ),

a wirusy V\(;)(glebie lasu deszczowego (10°OTU ). Bgﬁ;-
nia Fierer iwsp. [25] dobitnie wykazaly, ze w przy-
padku kazdej z grup mikroorganizméw wystepuje mini-
malne taksonomiczne podobienstwo migdzy glebami
z roznych typow ekosystemow, co wyraznie sugeruje, ze
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bakterie, archeony, grzyby oraz wirusy sg zréznicowane
zaréwno w skali globalnej, jak i lokalne;j.

Na podstawie szacunkow, ze w glebie mozna si¢ spo-
dziewa¢ od 2000 do 8,3 mln gatunkéw drobnoustrojow,
Gans iwsp. [27] wskazali na niepraktycznos¢ stoso-
wania amplifikacji i sekwencjonowania genu 16S rRNA
w celu weryfikacji i identyfikacji liczby gatunkow bak-
terii w glebie. W przypadku tej procedury, liczba gatun-
kéw jest ograniczona tylko do kilku tysigcy w gramie
gleby. Pirosekwencjonowanie daje rzetelniejsze wyniki.
Roesch iwsp. [68], wykorzystujac ta metode w odnie-
sieniu do metagenomow czterech réznych gleb, otrzy-
mali ponad 25000 pirotagéw dla kazdej z gleb, co po-
zwolilo oszacowa¢ maksymalng liczbe OTU w glebie,
przy najwyzszym poziomie rozdzielczosci filogenetycz-
nej (0% réznic), na okoto 52 000. Przy tym poziomie
rozdzielczosci, bezposrednio obserwowana liczba OTU
wynosi od 3000 do 7000, a po ekstrapolacji do postaci
krzywej rozgeszczenia, odczytana liczba OTU osiaga
wartosci miedzy 11000 a 21 000 w gramie gleby. Nie-
zaleznie wiec od sposobu okredlania liczby gatunkéw
w glebie, pirosekwencjonowanie pokazuje, ze jest ich
ponad 100 razy mniej niz sugeruje Gans iwsp. [27].
Analiza poréwnawcza pozwala stwierdzi¢, ze gleby
uprawne moga charakteryzowac si¢ bogactwem réznych
gatunkow bakterii oraz archeonéw z typu Crenarchaeota
(4-12%), ale sa ubogie na poziomie typéw. Natomiast
gleba lesna moze obfitowac w rézne typy bakterii przy
znikomym udziale (0,009%) archeondéw [68]. Najczes-
ciej reprezentowanymi spo$rod ogoétu 30 typow wyste-
pujacych w tego typu glebach sa Proteobacteria (40%),
nastepnie Bacteroidetes (15-25%), Acidobacteria (3-12%),
Actinobacteria (2-9%), Firmicutes (2-4%) oraz bakterie
niesklasyfikowane (6-12%). W$rdd pozostatych typow
zwraca uwage wigksza obecnos¢ Gemmatimonadetes (ok.
4%) i Thermotogae (ok. 2,5%) w glebie borealnej, a Nitro-
spira (2-3%) oraz TM 7 (ok. 4%) w glebach uprawnych.

Fulthorpe iwsp.[26] stwierdzili, ze na poziomie
rozdzielczosci filogenetycznej przyjetym dla gatunku
(0 oraz 3% roznic) rozne gleby moga wykazywac nie-
znaczne podobienstwo (odpowiednio 1,5 oraz 4,1%),
czyli w drastycznie wysokim stopniu charakteryzuja
sie unikalnym skltadem gatunkowym mikrobiomoéw.
Wsréd 10 najliczniej reprezentowanych rodzajow,
ktore obejmuja od 31 do 37% wszystkich sekwencji
pirotagow, tylko dwa, Chitinophaga (Bacteroidetes) oraz
Acidobacterium (Acidobacteria), wystepuja w glebach
uprawnych oraz borealnej w znaczniejszych ilosciach
(odpowiednio 7,5-13,8% oraz 2,4-9,3%). Inny czesto
obecny rodzaj, Acidovorax (1,8-7,5%), wystepuje tylko
w glebach uprawnych. Zwracajacy uwage jest fakt, ze
sposrdd 10 uznanych za najistotniejsze w glebie rodzaje
bakterii (Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacil-
lus, Flavobacterium, Micromonospira, Nocardia, Pseudo-
monas oraz Streptomyces) tylko trzy sa potwierdzone
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przez wyniki pirosekwencjonowania metagenomowego
DNA, a mianowicie Bacillus, Flavobacterium oraz Pseu-
domonas. Natomiast pojawiajg sie w réznych glebach
nieoczekiwanie takie rodzaje, jak Chitinophaga, Thio-
bacter, Gemmatimonas, Chondromyces, Nevskia, Aqua-
bacterium czy Dyadobacter [26].

Jeszcze bardziej holistyczny obraz mikrobiomu
glebowego mozna uzyska¢ dzigki bezposrednio izo-
lowanemu metagenomowemu RNA z duzych (LSU)
i matych podjednostek (SSU) rybosoméw, ktéry pod-
dany odwrotnej transkrypcji generuje produkty cDNA
do procesu 454-pirosekwencjonowania [87]. Taka
procedura pozwala uzyska¢ ponad 250000 wysokiej
jakosci sekwencji RNA-tagéw o wielkosci okoto 98 pz,
sposrod ktérych 74,8% jest rybotagami (rozpozna-
walne taksonomicznie), w réwnej proporcji SSU oraz
LSU. Prowadzi to do réwnoczesnego identyfikowania
taksonéw nalezace do bakterii, archeonéw oraz euka-
riotow, a takze tych mikroorganizmodw, dla ktérych brak
jest zestawow starteréw do amplifikacji PCR. W glebie
piaszczystej najliczniej reprezentowane oraz najbardziej
zroznicowane okazuja si¢ bakterie w liczbie 19 sposrod
24 znanych typdw, oraz 20 o statusie kandydatdw stano-
wigcych jedynie 2% wszystkich rybotagéw. Najliczniej
spotykane sg Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes,
Planctomycetes oraz Acidobacteria. Grzyby reprezento-
wane s3 glownie przez Ascomycota obejmujace dwie
trzecie rybotagéw, za$ najmniej liczng grupe zaréwno
wsrod SSU (1,5%), jak 1 LSU (1,4%) rybotagdw stanowia
archeony (Grupa I.1b nalezaca do typu Crenarchaeota)
zaangazowane w proces utleniania amoniaku w gle-
bie [48]. Takie podejscie metatranskryptonomiczne,
zaprezentowane przez Urich i wsp. [87], daje takze
mozliwos$¢ réwnoczesnego okreslenia aktywnosci fizjo-
logicznej mikrobiomu. Wsréd otrzymanych RNA-tagow
ponad 21 000 zostalo okreslone jako sekwencje mRNA
odpowiadajace transkryptonomu calej spolecznosci
mikroorganizméw glebowych.

Analiza metagenomiczna pozwala w nowym $wie-
tle spojrze¢ na: (a) efekty nawozenia mineralnego lub
organicznego na strukturalng réznorodnos¢ i aktywnos¢
tizjologiczna mikrobiomu glebowego [63], (b) wplyw
rodzaju gospodarowania rolniczego lub lesnego na skfad
spolecznosci mikroorganizméw w glebie [55], (¢) roz-
mieszczenie populacji mikroorganizméw w profilu
gleby [94] oraz réznych jej frakcjach [15], (d) strukture
mikrobiomu ryzosferowego [38, 88].

Nawozenie gleby prowadzi jedynie do nieznacznej
zmiany w strukturze mikrobiomu, reprezentowanego
w 90-94% przez pirotagi pochodzace z bakterii, wyni-
kajacej gtownie z wiekszej obecnosci Firmicutes oraz
archeonow (gtéwnie Crenarchaeota) w glebie nawozonej
oraz Cyanobacteria w glebie nienawozonej. Natomiast
zmniejszenie liczebnosci Rhizobiales daj¢ si¢ zauwazy¢
w glebie nawozonej [63].

JACEK KOZDROJ

Wsréd ponad 590 000 pirotagéw (255 pz) bakterii,
pochodzacych z gleb terenéw podlegajacych réznemu
rodzajowi gospodarowania rolniczego lub lesnego, skla-
syfikowano 79,3% do 17 typow, ktére w wigkszej ilosci
wystepuja w glebach trawiastych niz lesnych. Jako domi-
nujgce grupy bakterii da si¢ wyrdzni¢ Acidobacteria,
Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria oraz Firmicutes. Wiecej pirotagow
nalezacych do Actinobacteria, Firmicutes, Verrucomicro-
bia, Cyanobacteria oraz Gemmatimonadetes wystepuje
w glebach pastwiskowych, natomiast Alphaproteobacte-
ria przewazaja w glebach lesnych [55]. Pirosekwencjono-
wanie pozwala takze dostrzec znaczace réznice w struk-
turze mikrobioméw na poziomie rodzajéw. Jakkolwiek
Mycobacterium dominuje w obu typach gospodarowania
glebami, to w przypadku Phenylobacter, Polyangium,
Azospirillum 1 Dyella mozna stwierdzi¢ wigkszg repre-
zentacje w glebach lesnych, natomiast Bacillus, Kri-
bella, Agromyces, Defluviicoccus, Rubrobacter, Streptomy-
ces i Bradyrhizobium przewazaja w glebach trawiastych.
Na poziomie przypuszczalnych gatunkéw (OTU )
$rednio 3219 OTU moze wystepowac w glebach lesnych,
natomiast 2611 OTU w glebach trawiastych [55].

Mikroorganizmy wystepuja nie tylko w powierzch-
niowej warstwie gleby, gdzie s3 najczgsciej badane, ale
takze glebiej, gdzie s3 mniej poznane. Jak si¢ okazuje,
wigksza réznorodnosc¢ bakterii jest w warstwie proch-
nicznej (A), gdzie znaczaca liczba sposrod wykrytych
750000 pirotagdw reprezentuje Actinobacteria, Bac-
teroidetes, Cyanobacteria, Fibrobacteres, Firmicutes,
Spirochaetes, Verrucomicrobia oraz Proteobacteria. Dla
odmiany wiekszo$¢ sekwencji DNA nalezacych do
Acidobacteria, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Nitro-
spira, TM7 oraz WS3 mozna wyizolowac z metagenomu
poziomu wzbogacania [94].

Gleba ma swoistg budowe strukturalng, co umoz-
liwia wyrdznienie trzech gléwnych mikrosrodowisk:
makroagregatowe (powyzej 250 pm), mikroagregatowe
(53-250 um) oraz ilasto-pylaste (ponizej 53 pm). W tych
mikrosrodowiskach spolecznosci mikroorganizméw
réznig si¢ sktadem oraz liczebno$cia w odpowiedzi na
odmienne warunki chemiczne i fizyczne. Poréwnujac
mikrosrodowiska, okazuje si¢ ze, makroagregaty zawie-
raja wiecej przedstawicieli Alphaproteobacteria, Gam-
maproteobacteria, Actinobacteria oraz Bacteroidetes,
natomiast we frakcji mikroagregatowej gleby wystepuje
wigcej Rubrobacteriales z typu Actinobacteria, oraz Chlo-
roflexi. W trzecim mikro$rodowisku, ilasto-pylastym,
liczniej reprezentowane sg Deltaproteobacteria, Beta-
proteobacteria, Gemmatimonadetes, WS3, Acidobacteria,
OP10 oraz Nitrospirae. Analiza pirotagéw wykazuje, ze
srodowisko mikroagregatéw charakteryzuje si¢ mniej-
sz3 réznorodnoscig gatunkowg (ok. 2500 OTU, ), ani-
zeli frakcje makroagregatowa oraz ilasto-pylasta, gdzie
stwierdza sie ponad 3000 OTU_ _[15].

0,03
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Istnienie efektu ryzosferowego pod postacia selek-
tywnego wplywu rosliny na sktad mikrobiomu w ryzos-
ferze wyraznie pokazujg wyniki pirosekwencjonowania
fragmentéw metagenomowego DNA. Na przyklad,
w ryzosferze debu przewazajacg liczbe otrzymywanych
pirotagoéw stanowia przedstawiciele Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria oraz niesklasyfikowanych proteo-
bakterii. Bardziej doglebna analiza pozwola zaobserwo-
waé, wieksza reprezentacje rodziny Burkholderiaceae
z rodzajami Burkholderia i Collimonas w ryzosferze, za$
w glebie przewazanie przedstawicieli rodziny Hyphomi-
crobiaceae z rodzajem Rhodoplanes oraz bakterie z rzedu
Acidimicrobiales [88]. W ryzosferze roélin zielnych,
np. ziemniaka, takze wyraznie daje si¢ dostrzec silny
wplyw rosliny na wystepujace w niej mikroorganizmy.
Wyrdzni¢ tu mozna 25 typow bakterii znaczaco (8-50%)
reprezentowanych przez Actinobacteria oraz Alphapro-
teobacteria oraz w mniejszym stopniu (1-5%) przez
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Acidobacte-
ria, Gemmatimonadetes, Firmicutes, Verrucomicrobia,
Bacterioidetes oraz TM7. Nowodcia jest odkrycie, ze
najliczniej reprezentowanym rodzajem w ryzosferze
ziemniaka jest Rhodanobacter stanowiacy od 8 do 26%
wszystkich sklasyfikowanych sekwencji DNA. Na pozio-
mie gatunku (OTU ) mozna wykry¢ ponad 7300 roz-
nych OTU w gramie gleby ryzosferowej, co jest jednakze
liczba wyraznie mniejsza niz w przypadku gleby poza
ryzosferowej (ponad 9000 OTU) [38]. Analiza metage-
nomiczna uwidacznia wyraznie selekcjonujacy wplyw
rosliny na réznorodnos¢ i strukture mikrobiomu ryzos-
ferowego, ktora zalezna jest od gatunku rosliny i jej sta-
dium rozwojowego.

7. Podsumowanie

Analiza metagenomiczna jawi si¢ jako poszukiwany
od dziesiecioleci Graal mikrobiologii srodowisk, ktéry
umozliwia dokonania holistycznego spojrzenia na struk-
turalng réznorodnos¢ mikrobiomu oraz jego funkcjo-
nowanie w czasie i przestrzeni. Zlozono$¢ problemu,
jesli chodzi o oddzialywania mig¢dzy $rodowiskiem
a mikrobiomem, jest tak wielka, zwlaszcza w przy-
padku gleby, Ze nawet przy zastosowaniu najnowszej
generacji doglebnych technologii analizy metagenomu
mozemy dostrzec zaledwie czg¢$¢ (przecigtnie od 30 do
60%) $wiata mikroorganizmoéw, a o aktywnosci fizjo-
logicznej i roli ekologicznej poszczegdlnych taksonow
(gatunkow) wiemy jeszcze mniej. Metagenomika roz-
budzita olbrzymie nadzieje na dotarcie do mikroorga-
nizméw niehodowanych, a wérdd nich takze do tych,
ktore wchodzg w sklad ,,rozrzedzonej biosfery”. Jakie jest
wsrdd nich bogactwo poszczegdlnych taksonéw idac od
typow, przez klasy, rzedy, rodziny czy wreszcie rodzaje
i gatunki? Ktore z nich i w jakich warunkach sa liczniej
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reprezentowane, ktore zawsze stanowig tlo, a ktdre i pod
wplywem jakich czynnikéw abiotycznych i biotycznych
$rodowiska podlegajg ograniczeniu lub eliminacji? Jak
rozmieszczone sg poszczegolne populacje i jakim pod-
legaja zmianom w skali mikroagregatow glebowych, jak
przeklada sie to na strukture mozaiki mikrobiotopow
w glebie? Ktore z tych mikroorganizméw sg kosmopo-
lityczne, a ktére wykazuja charakter endemiczny, a wigc
czy jest mozliwe rzetelne poznawanie biogeografii drob-
noustrojow i poréwnywanie mikrobioméw glebowych,
nie tylko w skali ekosystemu czy regionu, ale takze
kontynentu czy globalnie? Wielkie nadzieje wzbudza
metagenomika w obszarze poszukiwania genéw nowych
substancji (metabolitéw) o znanych funkcjach i prze-
znaczeniu, jak i metabolitow calkiem nowych. Ktére
mikroorganizmy i w jakich warunkach sg producentami
tych substancji? Kiedy i pod wptywem jakich czynnikéw
dochodzi do ekspresji poszukiwanych genéw w metage-
nomie glebowym? Czy ekspresja, np. genéw katabolicz-
nych, zachodzi w sposéb skoordynowany u wszystkich
wlascicieli a oni wspoltpracujg w rozktadaniu substratow,
czy tez wystepuje konkurencja i formowanie si¢ swoistej
hierarchii pod wzgledem mozliwosci ich wykorzystania?

W kontekscie tych nadziei mozliwosci metageno-
miki nie s pozbawione ograniczen. Do badan przede
wszystkim wymagany jest DNA/RNA o odpowiednim
stopniu czystosci, mozliwie jak najwyzszym, o wielko$ci
efektywnej dla poprawnej analizy filogenetycznej i funk-
cjonalnej. Spetnienie tych warunkow jest olbrzymim
wyzwaniem podczas badania metagenomu glebowego.
Kazdy z nastepnych etapow jest zrodtem kolejnych moz-
liwych bleddéw, jak np. brak adekwatnych dla réznych
mikroorganizméw starteréw dla PCR czy oligonukle-
otydéw dla konstruowania sond hybrydyzacyjnych, pre-
ferencyjne amplifikowanie pewnych fragmentéw DNA
(czesto rzadko reprezentowanych w ogélnej puli), pro-
blem z doborem wektora i gospodarza w procesie klono-
wania, zbyt mato liczebne biblioteki klonéw w sekwen-
cjonowaniu dideoksy, czy wystepowanie olbrzymiej
ilosci krotkich fragmentéw DNA podczas pirosekwen-
cjonowania wymagajacej rozbudowanej analizy bioin-
formatycznej dla uzyskania efektywnej informaciji filo-
genetycznej. W konsekwencji otrzymywane wyniki,
jakkolwiek obejmuja mikroorganizmy niezaleznie od
ich podatnosci na wyhodowanie, dotycza tych czlon-
kéow mikrobiomu glebowego, z ktérych uzyskano DNA
lub RNA, zachowujace swoja reprezentatywnos¢ od eks-
trakeji przez kolejne etapy przetwarzania. W zwigzku
z tym mozna przyjaé, ze swoj wyraz najczesciej znaj-
dujg mikroorganizmy dominujace i najlatwiej dostepne
w glebie. Réznica miedzy metodami polega na tym, jak
daleko sg w stanie poszerzy¢ te grupe o kolejne popula-
cje ze zakresu ,rozrzedzonej biosfery”

Postep technologiczny i malejace koszty sekwencjono-
wania oraz rozbudowywane bazy mikromacierzy DNA
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dajg asumpt do coraz powszechniejszego stosowania ana-
lizy metagenomicznej. Budowane bazy metagenomoéw
gromadza dane dostarczane przez zespoly badawcze,
ktore stuzg tez dla analiz poréwnawczych dla nowych
projektow. Baza IMG/M (Integrated Microbial Genomes
with Microbiome Samples - http://www.img.jgi.doe.gov./
cgi-bin/m/main.cgi) zgromadzita 385 metagenomow ze
srodowiska, z czego 64 to metagenomy glebowe. Inna
baza, GOLD 4.0 (DOE Joint Genome Institute), zawiera
370 metagenomy, a wsrdd nich 45 to metagenomy gle-
bowe, 11 pochodzi z ryzoplanu, a 1 z fylosfery.

Analiza metagenomiczna znaczaco poszerza obraz
mikrobiomu glebowego, ale w dalszym ciggu jest on
nieostry i wyglada tak, jakby$my chcieli dostrzec detale
przy niewielkim powigkszeniu. Miliardy drobnoustro-
jow, zawierajace 2,142 km DNA niosgacy 4 x 10'* gendw,
zamieszkuje kazdy gram gleby, aktywnie wplywajac na jej
wlasciwosci [85]. Wiele z nich przezywa, wiele wymiera,
niezliczone iloéci podlegaly szybkiemu procesowi spe-
cjacji. Mikrobiom glebowy jest zatem dynamiczng jed-
nostka podlegajaca ustawicznej ewolucji i nalezy mie¢
nadzieje, ze cho¢ troche bardziej bedziemy go rozumie¢
dzieki badaniom na poziomie metagenomu.
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