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1. Wprowadzenie

Bakterie i grzyby glebowe odgrywaj¹ znaczn¹ rolê
w przebiegu ró¿nych cykli biogeochemicznych [90]
i s¹ odpowiedzialne za mineralizacjê zwi¹zków orga-
nicznych. Mikroorganizmy glebowe maj¹ równie¿
wp³yw na funkcjonowanie ekosystemów, zdrowotno�æ
ro�lin oraz strukturê i produkcyjno�æ gleby. Glebowe
mikroorganizmy s¹ odpowiedzialne za ci¹g³y obieg
pierwiastków od¿ywczych w �rodowisku. Aktywno�æ
antropogeniczna, tj.: rozwój miast, intensyfikacja rol-
nictwa, stosowanie pestycydów, zanieczyszczenie �ro-
dowiska mog¹ mieæ wp³yw na ró¿norodno�æ glebowych
mikroorganizmów [21, 60].

Wiedza dotycz¹ca ró¿norodno�ci mikroorganizmów
jest ograniczona, zw³aszcza w odniesieniu do drobno-
ustrojów �rodowiska glebowego. W 1 g gleby wystê-
puje oko³o 4000 ró¿nych genomów bakterii [85].
Aktualnie wiadomo, ¿e tylko ok. 1% populacji glebo-
wych mikroorganizmów mo¿e byæ izolowana przy
u¿yciu tradycyjnych metod laboratoryjnych i dlatego
nowoczesne techniki, w tym biologii molekularnej s¹
coraz czê�ciej wykorzystywane do badania populacji
bakterii i grzybów �rodowiska glebowego [44, 86].

Ocenia siê, ¿e obecnie znanych jest tylko 5% grzybów
i 12% gatunków bakterii wystêpuj¹cych w �rodowi-
sku naturalnym. Ró¿norodno�æ genetyczna glebowych
mikroorganizmów mo¿e byæ �ród³em szczepów o uzna-
nych w³a�ciwo�ciach biotechnologicznych, wykorzy-
stywanych w nowych technologiach i pozyskiwaniu
naturalnych produktów [12].

W pracy przedstawiono przydatno�æ najnowszych
metod stosowanych w badaniach ró¿norodno�ci mikro-
biologicznej gleby.

2. Badania ró¿norodno�ci mikrobiologicznej gleby

Ró¿norodno�æ mikroorganizmów mo¿na podzieliæ
na ró¿norodno�æ genetyczn¹, gatunkow¹ i funkcjonal-
n¹. Pierwsza z nich zwi¹zana jest z badaniami opartymi
na analizie genomu [40], ró¿norodno�æ gatunkowa wy-
nika z bogactwa gatunkowego, ogólnej liczby obecnych
gatunków oraz ich rozmieszczenia [65], natomiast
funkcjonalna obejmuje wykorzystanie substratów orga-
nicznych przez drobnoustroje, badania ekspresji genów
oraz aktywno�æ enzymatyczn¹ [27]. Metody badañ ró¿-
norodno�ci mikroorganizmów w glebie mo¿na podzieliæ
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na dwie grupy: oparte na technikach biochemicznych
oraz oparte na technikach molekularnych (tabela I).
Typowe badania ró¿norodno�ci obejmuj¹ wzglêdn¹
ró¿norodno�æ populacji spowodowan¹ przez stres, za-
k³ócenie warunków �rodowiskowych i inne czynniki
biotyczne i abiotyczne [27, 65]. Trudno jest jednak,
wykorzystuj¹c dostêpne tradycyjne techniki, badaæ rze-
czywist¹ ró¿norodno�æ, je�li nie wiemy co jest obecne
w próbce i nie znamy sposobu okre�lenia odpowiedniej
metody ekstrakcji czy detekcji. Czêsto badacze próbuj¹
ograniczyæ informacje zgromadzone przez badanie
ró¿norodno�ci do odrêbnych, numerycznych pomia-
rów, takich jak indeksy ró¿norodno�ci [36]. Analiza �ro-
dowiska glebowego pod wzglêdem obecno�ci mikro-
organizmów saprofitycznych i patogennych jest jednym
z podstawowych narzêdzi kontroli bezpieczeñstwa i ja-
ko�ci gleb. Dotychczas najczê�ciej stosowane w mikro-
biologii gleby metody identyfikacji mikroorganizmów
opieraj¹ siê na czasoch³onnych i pracoch³onnych tech-
nikach posiewu, tj. zliczaniu kolonii mikroorganizmów
wzrastaj¹cych na nieselektywnych i selektywnych pod-
³o¿ach. Przedstawione argumenty przemawiaj¹ za ko-
nieczno�ci¹ stosowania w badaniach �rodowiska glebo-
wego takich metod diagnostycznych, które precyzyjnie
i w krótkim czasie oceniaj¹ stan drobnoustrojów wy-
stêpuj¹cych w glebie [40, 44, 60].

3. Badania ró¿norodno�ci mikrobiologicznej
oparte na analizach biochemicznych

Wiêkszo�æ opisanych metod jest przydatna zarówno
w badaniach bakterii, jak i grzybów, chocia¿ s¹ równie¿
techniki specyficzne dla jednej z tych grup mikro-
organizmów.

Tradycyjn¹ metod¹ wykorzystywan¹ w badaniach
ró¿norodno�ci jest u¿ywanie selektywnych pod³o¿y

i po�rednie liczenie odrêbnych kolonii wyros³ych na
po¿ywkach w wyniku inkubacji w odpowiednich
warunkach. Te metody s¹ szybkie, niedrogie i mog¹
dostarczyæ informacji o aktywno�ci heterotroficznych
drobnoustrojów wchodz¹cych w sk³ad danej populacji.
Ograniczeniem jest badanie bakterii i spor wyizo-
lowanych z cz¹steczek gleby i biofilmów, ze wzglêdu
na wzrost na selektywnych pod³o¿ach, warunki wzro-
stu (temperatura, �wiat³o, pH), niemo¿liwo�æ wyhodo-
wania du¿ej liczby gatunków bakterii i grzybów obec-
nymi technikami oraz potencjalnie hamuj¹ce dzia³anie
jednych kolonii na inne, jak te¿ nadmierny ich rozrost
[30, 80]. Ponadto wzrost na p³ytkach preferuje mikro-
organizmy szybko rosn¹ce, które przez wytwarzanie
du¿ej liczby spor przyczyniaj¹ siê do zaka¿ania po-
d³o¿a. Wszystkie te ograniczenia mog¹ wp³ywaæ rów-
nie¿ na ró¿norodno�æ populacji mikroorganizmów.

W badaniach ró¿norodno�ci mikrobiologicznej wy-
korzystywana jest technika zwana profilowaniem
fizjologicznego poziomu populacji (CLPP � commu-
nity level physiological profiling), polegaj¹ca na wy-
korzystaniu ró¿norodnych �róde³ wêgla przez mikro-
organizmy (SSCU � sole karbon source utilization
patterns). G a r l a n d  i  M i l l s  [19] rozwinêli t¹
metodê, wykorzystuj¹c¹ 96-do³kowe mikrop³ytki do
oceny potencjalnej ró¿norodno�ci funkcjonalnej popu-
lacji bakterii poprzez jednoczesne metabolizowanie
wielu zró¿nicowanych �róde³ wêgla. W testach firmy
Biolog dostêpne s¹ p³ytki Gram-ujemne (GN) i Gram-
dodatnie (GP), ka¿da zawiera 95 do³ków z ró¿ny-
mi �ród³ami wêgla i 1 do³ek kontrolny bez substratu.
P³ytki GN i GP by³y pierwotnie wykorzystywane do
charakterystyki bakterii wyizolowanych z materia³u
klinicznego, nie do analizy populacji drobnoustrojów
wystêpuj¹cych w próbkach �rodowiskowych. Jednak
firma Biolog wprowadzi³a tzw. �Eco-plates� � p³ytki
do badañ �rodowiskowych [9], zawieraj¹ce 3 pow-

Metody oparte na technikach biochemicznych

Metoda p³ytkowa [30, 80]
CLPP [3, 13, 16, 23, 32, 36, 71, 96, 97
FAME [1, 17, 31, 33, 35, 39, 43, 96]

Metody oparte na technikach molekularnych
Zawarto�æ G+C [62]
Mikromacierze [8, 20, 25]

PCR-DGGE [2, 4, 11, 42, 61, 69, 72, 76�78, 88, 89, 91, 93]
PCR-SSCP [50, 67, 74, 100]
PCR-RFLP/ARDRA [48]
T-RFLP [28, 48, 51, 64, 84]
RISA/ARISA [36, 81]
Regiony mikrosatelitarne [36, 49]

T a b e l a  I
Metody badañ ró¿norodno�ci mikrobiologicznej �rodowiska glebowego

Metoda Pi�miennictwo
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tórzenia 31 ró¿nych, istotnych �rodowiskowo �róde³
wêgla i 1 do³ek kontrolny dla ka¿dego powtórzenia.
�ród³a wêgla nie wystêpuj¹ce w p³ytkach GN s¹ na-
stêpuj¹ce: D-celobioza, D-xyloza, kwas maleinowy,
L-arginina, kwas 2-hydroksybenzoesowy i 4-hydro-
ksybenzoesowy. Wykaz wszystkich 31 �róde³ wêgla
wystêpuj¹cych w p³ytkach �Eco-plates� przedstawiony
jest w pracy C h o i  i  D o b b s  [9]. Alternatyw¹ jest
równie¿ mo¿liwo�æ u¿ywania przez badaczy p³ytek
zawieraj¹cych odpowiedni¹ po¿ywkê i sole tetrazolio-
we z firmy Biolog ³¹cznie z dodawanym miejscowo
specyficznie �ród³em wêgla dla badania próbek �ro-
dowiskowych [36]. Sole tetrazoliowe zmieniaj¹ barwê
w momencie gdy substrat jest metabolizowany. Kiedy
okaza³o siê, ¿e wiele gatunków grzybów nie by³o zdol-
nych do redukcji soli tetrazoliowych wprowadzono
p³ytki specyficzne dla grzybów (SFN2 i SFP2), które
zawieraj¹ te same substraty co p³ytki GN i GP, ale bez
soli tetrazoliowych [10]. Po wprowadzeniu inokulum
na p³ytkê mikroorganizmy s¹ ca³y czas monitorowa-
ne odno�nie zdolno�ci do wykorzystania substratów
i szybko�ci, z któr¹ ten substrat wykorzystuj¹. Wyko-
rzystanie wielowymiarowej analizy do opracowania
otrzymanych wyników jest przydatne w celu oszaco-
wania ró¿nic wystêpuj¹cych w funkcjonalnej ró¿no-
rodno�ci pomiêdzy próbkami glebowymi.

Metoda mo¿e byæ z powodzeniem wykorzystywana
do badania potencjalnej ró¿norodno�ci metabolicznej
populacji mikroorganizmów �rodowisk zanieczyszczo-
nych [13, 97], ryzosfery ro�lin [23], gleb poddanych
dzia³aniu herbicydów [16] oraz metali ciê¿kich [3].
R o l i n g  i wsp. [71] u¿ywali systemu Biolog ³¹cznie
z badaniami DGGE (patrz dalej) do badania populacji
mikroorganizmów beztlenowych w warstwie wodono�-
nej. Wykazali, ¿e po³¹czenie tych dwóch metod po-
zwoli³o wydzieliæ populacje mikroorganizmów z zanie-
czyszczonej warstwy wodono�nej poni¿ej sk³adowiska
odpadów. Badania przeprowadzone przez Z h a n g
i wsp. [96] wykaza³y przydatno�æ metody Biolog w
ocenie struktury mikroorganizmów gleb nawadnianych
wodami po�cielowymi. E l  F a n t r o u s s i  i wsp.
[16] u¿ywali p³ytek Biolog w po³¹czeniu z technik¹
DGGE do badania wp³ywu ró¿nych herbicydów na
populacje glebowych mikroorganizmów. Okaza³o siê,
¿e ró¿norodno�æ gleby obni¿a³a siê wraz z zastosowa-
niem herbicydów. Natomiast I n s a m  i  G o b e r n a
[32] opracowali zmodyfikowane procedury dotycz¹ce
zastosowania CLPP w badaniach próbek �rodowis-
kowych. System Biolog dzia³a na podobnej zasadzie
jak testy API, w których dostêpne s¹ paski z ró¿nymi
�ród³ami wêgla.

Podsumowuj¹c, system Biolog dostarcza profilu
poziomu fizjologicznego populacji (CLPP) lub profilu
metabolicznego populacji bakterii i grzybów zdolnych
do wykorzystania specyficznych �róde³ wêgla. Po-

równanie z bazami danych ³atwo dostarcza informacji
o danym drobnoustroju i pozwala na jego szybk¹ iden-
tyfikacjê. Metoda ta umo¿liwia zró¿nicowanie pomiê-
dzy populacjami mikroorganizmów, jest stosunkowo
³atwa w u¿yciu, powtarzalna i daj¹ca du¿¹ liczbê wyni-
ków odzwierciedlaj¹cych metaboliczn¹ charakterysty-
kê populacji [95]. Ograniczeniem profilowania metabo-
licznego jest fakt, ¿e metoda ta przeznaczona jest dla
charakterystyki mikroorganizmów zdolnych do wzro-
stu w warunkach eksperymentalnych i odzwierciedla
potencjaln¹ ró¿norodno�æ metaboliczn¹, nie in situ.
Ponadto �ród³a wêgla wystêpuj¹ce w systemie Biolog
nie zawsze musz¹ odpowiadaæ �ród³om wêgla obecnym
w badanej próbce [94]. Pomimo pewnych niedogod-
no�ci CLPP jest technik¹ u¿yteczn¹ w przypadku bada-
nia funkcjonalnej ró¿norodno�ci gleb ³¹cznie z innymi
metodami badawczymi.

Metod¹ biochemiczn¹, która nie jest oparta na ho-
dowli mikroorganizmów jest analiza estrów metylo-
wych kwasów t³uszczowych (FAME � fatty acid
metyl ester analysis). Metoda ta dostarcza informacji
o sk³adzie populacji mikroorganizmów w oparciu
o grupowanie kwasów t³uszczowych [31]. Zawarto�æ
kwasów t³uszczowych w biomasie komórkowej jest
stosunkowo sta³a i zapis kwasów t³uszczowych wy-
stêpuj¹cych w komórkach mo¿e ró¿nicowaæ g³ówne
grupy taksonomiczne wystêpuj¹ce w populacji. Zmia-
ny w profilu kwasów t³uszczowych mog¹ odpowiadaæ
zmianom w populacji mikroorganizmów. Technika ta
by³a wykorzystywana do badañ sk³adu populacji gle-
bowych mikroorganizmów i ich zmian pod wp³ywem
czynników chemicznych [35] oraz praktyki rolniczej
[31]. W analizie FAME kwasy t³uszczowe s¹ ekstra-
howane z gleby, metylowane i analizowane z wyko-
rzystaniem chromatografu gazowego. Profile FAME
ró¿nych gleb mog¹ byæ porównywane z wykorzys-
taniem analizy wielowymiarowej. Metoda ta umo¿li-
wia wychwycenie zmian w sk³adzie populacji bakterii
i grzybów, jak równie¿ umo¿liwia wskazanie zapisu
kwasów t³uszczowych dla ró¿nych grup mikroorganiz-
mów. I b e k w e  i  K e n n e d y  [31] wykorzystywali
analizê kwasów t³uszczowych (PLFA) i CLPP do ba-
dañ populacji mikroorganizmów w ryzosferze ro�lin
uprawnych. Wyniki otrzymane tymi technikami kore-
spondowa³y ze sob¹. Badania Z h a n g  i wsp. [96]
wykaza³y przydatno�æ FAME w ocenie struktury po-
pulacji gleb nawadnianych �ciekami. Analiza FAME
by³a równie¿ wykorzystywana w analizie populacji
mikroorganizmów w glebach nawo¿onych gnojowic¹
i obornikiem [43]. Analiza populacji mikroorganiz-
mów z wykorzystaniem tej techniki obejmowa³a rów-
nie¿ gleby w ró¿nych systemach u¿ytkowania [1],
gleby zanieczyszczone odpadami zawieraj¹cymi kadm
[33] i metalami ciê¿kimi [39] oraz ryzosferê ró¿nych
gatunków traw [17].
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Chocia¿ analiza FAME jest jedn¹ z metod badania
ró¿norodno�ci mikroorganizmów, posiada ona szereg
wad, zw³aszcza w odniesieniu do badañ ca³ych popula-
cji mikroorganizmów. W badaniach grzybów minimal-
na ilo�æ spor wykorzystywana w badaniach waha siê
od 120 do 150. Kolejnym ograniczeniem metody jest
fakt, ¿e zawarto�æ kwasów t³uszczowych w komórkach
mo¿e ulegaæ zmianom pod wp³ywem ró¿nych czyn-
ników, takich jak temperatura, dostêpne sk³adniki
od¿ywcze, mo¿liwo�æ wyst¹pienia innych organiz-
mów o identycznych profilach FAME [22]. Ponadto
odrêbna analiza kwasów t³uszczowych nie mo¿e byæ
u¿ywana do specyficznego okre�lania gatunku, po-
niewa¿ te same kwasy t³uszczowe mog¹ pojawiæ siê
u wiêcej ni¿ jednego gatunku mikroorganizmu [5].

4. Badania ró¿norodno�ci mikroorganizmów
oparte na metodach molekularnych

W ostatnich latach nast¹pi³ intensywny rozwój ba-
dañ z zakresu molekularnej ró¿norodno�ci mikroorga-
nizmów. W zwi¹zku z tym rozwijane s¹ ró¿ne techniki
oparte o ekstrakcjê kwasów nukleinowych i adap-
towane do badañ �rodowiska glebowego. Techniki te
obejmuj¹: rozdzia³ DNA, hybrydyzacjê DNA-DNA
i mRNA-DNA, klonowanie DNA, sekwencjonowanie
i inne oparte na metodzie ³añcuchowej reakcji polime-
razy (PCR � polimerase chain reaction), takie jak elek-
troforeza w gradiencie ¿elu denaturuj¹cego � DGGE
(denaturing gradient gel electrophoresis) i elektrofo-
reza w gradiencie temperatury � TGGE (temperature
gradient gel electrophoresis), analiza rybosomalnych
sekwencji miêdzygenowych RISA (ribosomal inter-
genic spacer analysis) i ARISA (automated riboso-
mal intergenic spacer analysis) [27, 30, 81]. W pracy
R o b e g o  i wsp. [70] przedstawiono natomiast prze-
gl¹d metod ekstrakcji DNA z gleby.

Zawarto�æ par zasad guaniny i cytozyny (G+C)
by³a elementem molekularnej charakterystyki mikro-
organizmów najwcze�niej zastosowanym w taksonomii.
Ró¿nice w zawarto�ci guaniny i cytozyny (G+C)
w DNA mog¹ byæ wykorzystywane równie¿ do bada-
nia ró¿norodno�ci populacji bakterii w �rodowisku
glebowym [62]. Technika ta oparta jest na wiedzy,
¿e mikroorganizmy posiadaj¹ ró¿n¹ zawarto�æ G+C, co
pozwala zró¿nicowaæ drobnoustroje taksonomicznie
[83]. Metoda ta dostarcza jednak tylko ogólnego po-
ziomu rozk³adu, jako ¿e ró¿ne grupy taksonomiczne
mog¹ posiadaæ tak¹ sam¹ zawarto�æ G+C. Podczas
gdy ró¿na zawarto�æ G+C �wiadczy o braku pokre-
wieñstwa badanych szczepów (ró¿nica wiêksza ni¿ 5%
nie pozwala zaliczyæ szczepów do jednego gatunku), to
warto�ci zbli¿one, a nawet identyczne nie mog¹ byæ
jedynym kryterium �wiadcz¹cym o ich pokrewieñ-

stwie, mog¹ byæ bowiem przypadkowe. Zalet¹ analizy
G+C jest fakt, ¿e nie jest to metoda zale¿na od tech-
niki PCR, zawiera ca³y wyekstrahowany DNA, jest
ilo�ciowa i mo¿e s³u¿yæ do wykrywania rzadkich
gatunków w populacjach mikroorganizmów. Jednak
wymaga ona du¿ej ilo�ci DNA (do 50 µg) [62, 83].

N u s s l e i n  i  T i e d j e  [62] u¿ywali parametru
G+C ³¹cznie z technik¹ ARDRA (amplified ribosomal
DNA restriction analysis) i analiz¹ sekwencjonowania
rDNA do badania ró¿norodno�ci mikrobiologicznej
gleb le�nych i pastwisk. Wszystkie metody wykaza³y
istotny wp³yw ro�lin na kszta³towanie siê populacji
mikroorganizmów w �rodowisku glebowym.

Rozdzia³ i hybrydyzacja DNA jest pomiarem wy-
korzystywanym w kompleksowej ocenie genetycznej
ró¿norodno�ci populacji mikroorganizmów [87]. Ca³ko-
wity DNA jest ekstrahowany z próbek �rodowisko-
wych, oczyszczany, denaturowany i nastêpnie ³¹czony
na zasadzie komplementarno�ci zasad. Natê¿enie hy-
brydyzacji zale¿y od podobieñstwa obecnych sekwen-
cji. Je¿eli ró¿norodno�æ sekwencji DNA wzrasta, natê-
¿enie z którym nastêpuje wi¹zanie DNA obni¿a siê [82].
Podobieñstwo pomiêdzy populacjami z ró¿nych próbek
mo¿e byæ badane przez pomiar stopnia podobieñstwa
DNA z wykorzystaniem kinetyki hybrydyzacji [26].

Hybrydyzacja kwasów nukleinowych oparta na spe-
cyficznych sondach jest wa¿nym ilo�ciowo i jako�cio-
wo narzêdziem w badaniach z zakresu ekologii mole-
kularnej bakterii [82]. Technika hybrydyzacji kwasów
nukleinowych mo¿e byæ wykorzystywana w badaniach
nad DNA i RNA wyekstrahowanym z próbek oraz
technik¹ stosowan¹ in situ. Sondy oligo- lub polinukle-
otydowe zawieraj¹ sekwencje specyficzne dla danego
organizmu. Kwas nukleinowy pe³ni¹cy rolê sondy
genetycznej jest znakowany barwnikiem fluorescen-
cyjnym (fluoresceina lub rodamina). Hybrydyzacja ilo�-
ciowa jest u¿ywana do badañ wybranych grup mikro-
organizmów. Próbka jest lizowana, aby uwolniæ kwasy
nukleinowe. Nastêpnie wprowadzane s¹ sondy wykazu-
j¹ce homologiê do unikatowych s¹siaduj¹cych ze sob¹
regionów tej samej cz¹steczki rRNA testowanego orga-
nizmu [36]. Hybrydyzacja mo¿e przebiegaæ równie¿ na
poziomie komórkowym i mo¿e byæ przeprowadzana
in situ. Umo¿liwia to okre�lenie rozmieszczenia mikro-
organizmów w �rodowisku. Tradycyjnie, do znakowa-
nia sond oligonukleotydowych u¿ywane by³y radio-
aktywne izotopy, ale obecnie coraz czê�ciej sondy s¹
znakowane fluorescencyjnie. Metoda opiera siê na
utrwaleniu i permeabilizacji, hybrydyzacji, usuniêciu
niespecyficznie zwi¹zanych sond i analizie mikrosko-
powej wybarwionych komórek w mikroskopie fluores-
cencyjnym, skaningowym lub cytometrze przep³ywo-
wym. Metoda ta, zwana hybrydyzacj¹ fluorescencyjn¹
in situ (FISH � fluorescent in situ hybridization) by³a
wykorzystywana do badañ nad przestrzennym roz-
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mieszczeniem bakterii w biofilmach [75]. Ogranicze-
niem FISH w badaniach próbek �rodowiskowych jest
niska czu³o�ci metody. G³ównymi czynnikami limitu-
j¹cymi detekcjê komórek bakterii metod¹ FISH s¹:
ma³a zawarto�æ rybosomów w komórce bakteryjnej,
specyficzno�æ i dostêpno�æ sondy do wybranego re-
gionu rRNA oraz niekompletna permeabilizacja �ciany
komórkowej niektórych drobnoustrojów, utrudniaj¹ca
penetracjê sondy do wnêtrza komórki [15, 46].

Od niedawna hybrydyzacja DNA-DNA jest u¿y-
wana ³¹cznie z mikromacierzami DNA w wykrywaniu
i identyfikacji gatunków bakterii [8] oraz w badaniach
ró¿norodno�ci mikroorganizmów [25]. Mikromacierze
ró¿nego typu maj¹ wiele zastosowañ, z których naj-
czêstsze to badanie ekspresji genów [73]. Dziêki mi-
niaturyzacji mo¿liwe jest jednoczesne badanie wielu
genów w próbce. Podstawow¹ zasad¹ mikromacierzy
jest, jak w tradycyjnej hybrydyzacji, komplementarno�æ
kwasów nukleinowych. Próbkê kwasu nukleinowego
znakuje siê fluorescencyjnie i hybrydyzuje z mikro-
macierz¹. Cz¹steczki wyznakowanego kwasu nuklei-
nowego wi¹¿¹ siê do komplementarnych sekwencji.
Intensywno�æ sygna³u dla poszczególnych sond mikro-
macierzy jest proporcjonalna do ilo�ci kwasu nuklei-
nowego o danej sekwencji w próbce [8]. Na ogó³
mikromacierze s¹ konstruowane przez wi¹zanie dzie-
si¹tków tysiêcy oligonukleotydów to szklanej lub nylo-
nowej membrany, która jest nastêpnie hybrydyzowana
[63]. Typowy eksperyment wykorzystuj¹cy mikroma-
cierze obejmuje:

� otrzymanie sond DNA oraz ich umieszczenie na
pod³o¿u,

� izolacjê i wyznakowanie próby z materia³u bio-
logicznego, który ma zostaæ scharakteryzowany,

� hybrydyzacjê próby (prób) do sond DNA znaj-
duj¹cych siê na mikromacierzy,

� zebranie i analizê wyników hybrydyzacji [7, 34].
Mikromacierze DNA s¹ narzêdziem, które mo¿e

byæ z wysok¹ dok³adno�ci¹ wykorzystywane w wy-
krywaniu bakterii i w badaniach ich ró¿norodno�ci,
poniewa¿ pojedyncza macierz mo¿e zawieraæ tysi¹ce
sekwencji DNA [8, 99]. Mikromacierze mog¹ zawie-
raæ specyficzne geny � tarcze, takie jak reduktaza azo-
tanowa, nitrogenaza, aby dostarczyæ informacji o funk-
cjonalnej ró¿norodno�ci lub mog¹ zawieraæ próbki
�rodowiskowe � �standarty� (fragmenty DNA � mniej
ni¿ 70% hybrydyzacji) reprezentuj¹ce ró¿ne gatunki
wystêpuj¹ce w próbkach �rodowiskowych [25]. Mikro-
macierze by³y wykorzystywane do analizy populacji
mikroorganizmów w glebach zanieczyszczonych. Wy-
korzystanie tej techniki jest mo¿liwe do detekcji naj-
bardziej licznych gatunków [24].

Podstawow¹ wad¹, któr¹ nale¿y dopracowaæ jest
standaryzacja metody. Nie ustalono jeszcze jak prze-
kszta³ciæ obserwacje poczynione za pomoc¹ mikroma-

cierzy w proste, powtarzalne testy. Mo¿na stwierdziæ,
¿e wszystkie wady i zalety mikromacierzy DNA wy-
p³ywaj¹ z tej samej ich w³a�ciwo�ci � s¹ one �ród³em
olbrzymiej ilo�ci bardzo z³o¿onych danych, których
analiza mo¿e dostarczyæ wielu informacji, jednak jest
ona niezwykle skomplikowana [25, 98].

Badania ró¿norodno�ci mikroorganizmów �rodowi-
ska glebowego czêsto s¹ oparte na technice ³añcucho-
wej reakcji polimerazy. Technika PCR 16S rDNA jest
u¿ywana do badañ ró¿norodno�ci mikroorganizmów
prokariotycznych i pozwala zidentyfikowaæ drobno-
ustroje, jak te¿ przewidzieæ ich relacje filogenetyczne
[66]. Regiony 18S rDNA i ITS (internal transcribed
spacer � wewnêtrzne miêdzygenowe sekwencje) s¹
z kolei u¿ywane do badañ populacji grzybów � mikro-
organizmów eukariotycznych. Jakkolwiek, dostêpno�æ
baz danych, w których skatalogowane s¹ mikroorga-
nizmy eukariotyczne nie jest tak rozbudowana, jak dla
prokariotów [68].

Pocz¹tkowo metody oparte na technikach moleku-
larnych w badaniach ekologicznych oparte by³y o klo-
nowanie fragmentów genów wyizolowanych z próbek
�rodowiskowych [55]. Chocia¿ sekwencjonowanie
sta³o siê ju¿ metod¹ rutynow¹ sekwencjonowanie tysiê-
cy klonów jest nieefektywne i skomplikowane. Dlatego
te¿ w ostatnich latach rozwinê³o siê wiele innych tech-
nik wykorzystywanych w badaniach ró¿norodno�ci po-
pulacji mikroorganizmów w �rodowisku. W metodach
tych DNA jest ekstrahowany z próbek �rodowisko-
wych i oczyszczany. Regiony DNA (16S, 18S, ITS) s¹
amplifikowane z wykorzystaniem uniwersalnych lub
specyficznych starterów, a produkty amplifikacji s¹ roz-
dzielane w ró¿ny sposób.

Elektroforeza w gradiencie ¿elu denaturuj¹cego
(DGGE) i elektroforeza w gradiencie temperatury
(TGGE) s¹ to dwie podobne metody badania ró¿no-
rodno�ci mikrobiologicznej. Techniki te by³y pierwot-
nie stworzone do wykrywania mutacji punktowych
w DNA. M u z y e r  i wsp. [56] rozwinêli metodê
DGGE do badañ ró¿norodno�ci genetycznej mikroor-
ganizmów. DNA jest ekstrahowny z próbek glebowych
i amplifikowany z u¿yciem PCR wykorzystuj¹c uni-
wersalne startery dla fragmentów 16S lub 18S sekwen-
cji rRNA. Koniec 5� przedniego startera zawiera klam-
ry w postaci 35�40 par zasad GC, aby zabezpieczyæ
przynajmniej czê�æ DNA przed denaturacj¹, pozosta-
wiaj¹c w formie podwójnie skrêconej. Jest to koniecz-
ne do rozdzielenia w ¿elu poliakrylamidowym o wzra-
staj¹cym gradiencie stê¿enia denaturantów (formamid
i mocznik) DNA w formie podwójnej helisy [36].

W elektroforezie w gradiencie ¿elu denaturuj¹cego
mog¹ byæ rozdzielane fragmenty DNA o tej samej d³u-
go�ci, ale z ró¿nymi sekwencjami par zasad. Rozdzia³
w DGGE jest oparty na mobilno�ci elektroforetycz-
nej cz¹steczek dsDNA w ¿elu poliakrylamidowym
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zawieraj¹cym wzrastaj¹cy liniowo gradient denaturu-
j¹cy DNA (mocznik i formamid), który jest obni¿ony
w porównaniu z kompletnie helikaln¹ form¹ tych mole-
ku³. Odcinki par zasad z identyczn¹ temperatur¹ topnie-
nia s¹ nazwane domenami topnienia. Domenê topnie-
nia z najni¿sz¹ temperatur¹ topnienia wi¹¿e temperatura
topnienia (Tm) w odpowiedniej pozycji w gradiencie
denaturuj¹cego ¿elu (DGG), pojawia siê przej�cie
z helikalnych do czê�ciowo stopnia³ych moleku³ i mi-
gracja moleku³ jest praktycznie zatrzymana. Ró¿ne se-
kwencje z takimi domenami z powodu ich temperatury
topnienia ró¿ni¹ siê. Ró¿ne sekwencje poszczególnych
fragmentów mog¹ dlatego zatrzymaæ siê w ró¿nych
pozycjach w denaturuj¹cym gradiencie ¿elu i od tej
chwili mog¹ byæ rozdzielone efektywnie w DGGE
[56, 58]. Wykorzystuj¹c te badania 50% sekwencji
mo¿e byæ wykryta we fragmentach DNA powy¿ej
500 par zasad. Tam procent mo¿e wzrosn¹æ nawet do
100% przy wzro�cie sekwencji bogatych w pary GC,
które maj¹ domeny wysokotemperaturowego topnie-
nia. Zwiêkszenie ilo�ci par GC mo¿na wykonaæ przez
klonowanie lub przez PCR. S¹ 2 ró¿ne typy gradientu
¿elu denaturuj¹cego: prostopad³y (pionowy) i równo-
leg³y (poziomy) ¿el. ¯el prostopad³y ma gradient dena-
turacji wzrastaj¹cy z lewej strony do prawej i prosto-
pad³y do kierunku elektroforezy. Próbki s¹ nak³adane
z jednej strony na ca³ej szeroko�ci i nastêpuje elektro-
foreza przez ok. 3 godziny. Po wybarwieniu ¿elu
bromkiem etydyny i transiluminacji w �wietle UV,
wzór elektroforezy widzimy jak krzyw¹ sigmoidaln¹.
Cz¹steczki DNA z lewej strony ¿elu, gdzie kumulacja
denaturantów jest niska, bêd¹ migrowa³y jako podwój-
ny splot DNA. Z drugiej strony ¿elu, gdzie koncentra-
cja denaturantów jest wysoka, moleku³y rozdzielaj¹
siê tak szybko, jak wchodz¹ na ¿el i dlatego zatrzymu-
j¹ siê bezpo�rednio po zetkniêciu z ¿elem. W po�red-
niej koncentracji denaturantów moleku³y maj¹ ró¿ne
stopnie topnienia i ró¿n¹ mobilno�æ. Równoleg³y
gradient ¿elu ma wzrastaj¹cy gradient denaturantów
z góry do do³u, równoleg³y do kierunku elektroforezy.
Jest on u¿ywany do analizy wielu próbek na tym sa-
mym ¿elu [54, 59].

Oprócz detekcji mutacji w wyizolowanych frag-
mentach genów DNA zamplifikowanych w PCR, tech-
nika DGGE mo¿e byæ u¿ywana do analizy genomo-
wego DNA organizmów z genami o wielko�ci 1 mln
par zasad. Z tego powodu DNA jest trawione na frag-
menty z u¿yciem enzymów restrykcyjnych. Analiza
DGGE zamplifikowanych fragmentów 16S rDNA
z ró¿nych populacji mikroorganizmów daje obecno�æ
kilku rozpoznawalnych (daj¹cych siê odró¿niæ) pr¹¿-
ków (od 5 do 10) w oddzielnych wzorach, które by³y
najbardziej odpowiednio wywodz¹ce siê z dominuj¹-
cych wcze�niej gatunków z tych populacji [54].

W y k o r z y s t a n i e  D G G E  d o  a n a l i z y
p o p u l a c j i  g r z y b ó w

Grzyby stanowi¹ fizjologicznie i genetycznie ró¿-
norodn¹ grupê organizmów odgrywaj¹cych ró¿ne role
w funkcjonowaniu ekosystemu, ³¹cznie z obiegiem
biogenów w przyrodzie, aktywno�ci¹ patogeniczn¹,
w³a�ciwo�ciami podnosz¹cymi wzrost ro�lin, degrada-
cj¹ ksenobiotyków. Pomimo udokumentowanego po-
chodzenia grzybów i ich wa¿no�ci w procesach w eko-
systemie ma³o jest wiadomo o dynamice ich populacji,
strukturze i ró¿norodno�ci. Przemawia to za podjêciem
badañ nad dynamik¹ populacji grzybów. Tak jak
w przypadku innych mikroorganizmów, wiele grzy-
bów trudno jest zidentyfikowaæ u¿ywaj¹c tylko cha-
rakterystyki morfologicznej i metabolicznej. Badania
populacji grzybów do tej pory by³y prowadzone g³ów-
nie w oparciu o identyfikacjê gatunków rosn¹cych na
specyficznych pod³o¿ach. Chocia¿ te techniki mog¹
wykrywaæ wiele wa¿nych gatunków grzybów, czêsto
prowadzenie badañ w czystych kulturach zajmuje
bardzo du¿o czasu [38].

W ostatnich latach nast¹pi³ znaczny postêp w eko-
logii mikroorganizmów i ich taksonomii wskutek
rozwoju metod opartych na analizie kwasów nuklei-
nowych, np. analizie genów rRNA. Analiza ma³ych
podjednostek rRNA ró¿nych organizmów ma du¿e
znaczenie w filogenetycznej klasyfikacji. Detekcja
fragmentów genów SSU rRNA przez PCR by³a te¿
³¹czona z technikami elektroforezy w gradiencie ¿elu
(D/TGGE). Tylko w ostatnich latach mikolodzy za-
uwa¿yli mo¿liwo�æ obecno�ci technologii PCR i ana-
lizy rRNA do detekcji i charakterystyki grzybów i po-
pulacji grzybów. Czu³o�æ metody PCR pozwala na
szybk¹ detekcjê wa¿nych patogenów ro�lin [29]. Cho-
cia¿ taka analiza mo¿e odnie�æ du¿y sukces w identy-
fikacji patogenów bez wcze�niejszej hodowli w wa-
runkach laboratoryjnych, zwykle prowadzi siê tak¿e
badania w porównaniu z zastosowaniem metod kon-
wencjonalnych. Grzybowe rDNA z Ascomycetes, Ba-
sidiomycetes, Zygomycetes i Chytridiomycetes mo¿e
byæ pozyskiwane i analizowane z wykorzystaniem
odpowiednich primerów w reakcji PCR. Badanie se-
kwencji 18S rDNA pozwala na uzyskanie informacji
o grzybach i pozwala na charakterystykê izolatów.
Mo¿liwe jest te¿ wyizolowanie grzybowego DNA z ko-
rzeni ro�lin. Mieszanka produktów PCR jest rozdzie-
lana w ¿elu poliakrylamidowym z wykorzystaniem
techniki DGGE, a g³ówne pr¹¿ki mog¹ byæ poddane
oczyszczeniu i sekwencjonowaniu. Analiza filogenetycz-
na pozyskanego DNA mo¿e byæ u¿yta przynajmniej
do czê�ciowej identyfikacji dominuj¹cych grzybów w
zale¿no�ci od kompletno�ci 18S rDNA w bazach da-
nych [47]. Teoretyczne i praktyczne aspekty DGGE zo-
sta³y przedstawione w pracy M u y z e r a  i wsp. [54].
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�Z a g n i e ¿ d ¿ o n e� P C R  �  a n a l i z a
g r z y b o w e g o  1 8 S  r D N A  z  k o r z e n i

Porównanie sekwencji grzybowego rDNA mo¿e
byæ wykryte przez zastosowanie potencjalnych starte-
rów PCR i amplifikacjê 18S rRNA. Niefortunnie, pary
primerów NS1/NS8, które s¹ zidentyfikowane jako
bardziej specyficzne dla grzybów powoduj¹ 1,7 kb
fragmenty w wyniku PCR, które s¹ zbyt du¿e dla ana-
lizy DGGE. Dlatego w takim wypadku konieczne jest
zastosowanie strategii �zagnie¿d¿onego� PCR (nested
PCR), w którym pierwszy krok obejmuje amplifikacjê
genu 18S rRNA, a drugi produkcjê fragmentów od-
powiedniej d³ugo�ci dla DGGE przez dodatek par GC
na koñcach fragmentów [38].

TGGE wykorzystuje te same regu³y jak DGGE
z wyj¹tkiem gradientu temperatury zamiast chemicz-
nych denaturantów [36].

DGGE/TGGE maj¹ swoje zalety ze wzglêdu na rze-
telno�æ, wiarygodno�æ, powtarzalno�æ, szybko�æ i nie
s¹ to metody drogie. Wiele próbek mo¿e byæ anali-
zowanych jednocze�nie wskazuj¹c mo¿liwo�æ zmian
w populacjach mikroorganizmów [57].

Ograniczeniem DGGE/TGGE jest przygotowywa-
nie próbek i ró¿ne metody ekstrakcji DNA [82]. Zba-
dano, ¿e DGGE mo¿e wykryæ tylko gatunki dominuj¹-
ce obecne w próbkach �rodowiskowych [53]. Ponadto,
fragmenty DNA ró¿nych sekwencji mog¹ charaktery-
zowaæ siê podobn¹ mobilno�ci¹ w ¿elu poliakrylami-
dowym. Dlatego 1 pr¹¿ek niekoniecznie musi repre-
zentowaæ 1 gatunek [20] i 1 gatunek bakterii mo¿e
równie¿ przyczyniaæ siê do powstania kilku pr¹¿ków
z powodu kilku genów 16S rRNA z niewiele ró¿ni¹-
cymi siê sekwencjami [52].

DGGE/TGGE by³y u¿ywane do badania ró¿norod-
no�ci bakterii i grzybów w ryzosferze [77, 78], w glebie
poddanej dzia³aniu antropogenicznych chemikaliów
[93], w glebach uprawnych [11, 89], pastwiskowych
[88] oraz le�nych [2]. Znane s¹ równie¿ badania po-
pulacji bakterii w glebach zanieczyszczonych metala-
mi ciê¿kimi [69, 91], herbicydami [76] oraz fungicy-
dami [4]. Analiza populacji � poziomu genetycznego
odcisku palca, pochodz¹cego ze wzoru pr¹¿ków otrzy-
manego technik¹ DGGE lub TGGE jest analizowana
w badaniach ró¿norodno�ci w oparciu o liczbê pr¹¿-
ków, intensywno�æ DNA pr¹¿ków oraz podobieñstwo
miêdzy obiektami. Specyficzne pr¹¿ki DGGE/TGGE
mog¹ byæ wyciête z ¿elu i poddane re-amplifikacji
i sekwencjonowaniu lub przetransponowaniu na mem-
branê i hybrydyzacji ze specyficznymi starterami, aby
uzyskaæ wiêcej informacji z zakresu strukturalnej
i funkcjonalnej ró¿norodno�ci [82]. Wykorzystuj¹c se-
kwencjonowanie pr¹¿ków mo¿na otrzymaæ informa-
cje o specyficznych mikroorganizmach wystêpuj¹cych
w populacji. N i c o l a i s e n  i  R a m s i n g  [61] za-

stosowali technikê DGGE do badañ ró¿norodno�ci
bakterii nitryfikacyjnych wystêpuj¹cych w osadach
�ciekowych, natomiast K u r o l a  i wsp. [42] w bada-
niach ró¿norodno�ci tej grupy bakterii w glebach za-
nieczyszczonych olejem z przemys³u rafineryjnego.
Znane s¹ równie¿ badania genów takich jak mono-
oxygenaza metanowa prowadzone z wykorzystaniem
techniki PCR-DGGE [37] oraz wykorzystuj¹ce t¹ me-
todê do monitorowania zmian w sk³adzie populacji
bakterii metanogennych w glebie uprawnej [92]. Ba-
dania S a k u r a i  i wsp. [72] obejmowa³y ocenê zmian
populacji bakterii proteolitycznych pod wp³ywem
nawo¿enia organicznego i mineralnego w ryzosferze,
z wykorzystaniem analizy genów koduj¹cych aktyw-
no�æ proteolityczn¹ (apr i npr) technik¹ elektroforezy
w gradiencie ¿elu denaturuj¹cego.

Badania z tego zakresu dostarczaj¹ informacji o ró¿-
norodno�ci specyficznych grup mikroorganizmów wcho-
dz¹cych w sk³ad populacji oraz definiowaniu ich funk-
cji, takich jak: zanieczyszczenia czy degradacja [36].

Inn¹ technik¹ opart¹ na rozdziale elektroforetycz-
nym pr¹¿ków o ró¿nych sekwencjach DNA jest poli-
morfizm konformacji jednoniciowych ³añcuchów DNA
(SSCP � single stand conformation polymorphism).
Podobnie jak technika DGGE/TGGE, technika ta by³a
pierwotnie wykorzystywana do detekcji mutacji punk-
towych w DNA. Pojedynczo-skrêcone DNA jest roz-
dzielane w ¿elu poliakrylamidowym w oparciu o ró¿n¹
mobilno�æ spowodowan¹ przez ich pofa³dowan¹ struk-
turê II-rzêdow¹ [45].

Kiedy fragmenty DNA s¹ tego samego rozmiaru
i denaturanty nie s¹ obecne, pofa³dowanie i mobilno�æ
bêd¹ zale¿a³y od sekwencji DNA. SSCP ma te same
ograniczenia co DGGE. Równie¿ pojedynczo-skrê-
cone DNA mo¿e formowaæ wiêcej ni¿ 1 stabiln¹ kon-
formacjê. Dlatego 1 sekwencja mo¿e byæ prezento-
wana przez wiêcej ni¿ 1 pr¹¿ek widoczny na ¿elu
[83]. Jakkolwiek stosowanie klamr GC nie jest wa¿ne
w tej technice [79]. SSCP by³o u¿ywane do pomiaru
zjawiska sukcesji populacji bakterii [67], ró¿norod-
no�ci populacji ryzosfery [74], zmian w populacji
bakterii w beztlenowych bioreaktorach [100] oraz
w badaniach nad wp³ywem uprawy gleby stepowej na
populacje grzybów [50].

Polimorfizm d³ugo�ci fragmentów restrykcyjnych
(RFLP � restriction fragment length polymorphism),
znany tak¿e jako analiza restrykcyjna powielonego
rDNA (ARDRA) jest inn¹ technik¹ u¿ywan¹ do badañ
ró¿norodno�ci mikrobiologicznej opartej o polimor-
fizm DNA. Istot¹ metody jest amplifikacja (PCR) re-
gionu DNA o znanej i specyficznej dla danego gatunku
sekwencji nukleotydowej. Jako cel molekularny wy-
bierane s¹ najczê�ciej geny specyficzne dla danego ga-
tunku drobnoustroju. Nastêpnie produkty reakcji PCR
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poddawane s¹ trawieniu enzymami restrykcyjnymi,
dobranymi w oparciu o znajomo�æ sekwencji powie-
lonego DNA. Dziêki temu mo¿na wykryæ charaktery-
styczny dla badanego drobnoustroju polimorfizm d³u-
go�ci fragmentów restrykcyjnych (RFLP), wykrywany
metod¹ elektroforezy ¿elowej [41]. Technika RFLP
by³a u¿ywana do badania struktury populacji mikro-
organizmów. Metoda ta jest równie¿ u¿ywana do de-
tekcji strukturalnych zmian w populacjach mikroorga-
nizmów, ale nie pomiarów ró¿norodno�ci lub detekcji
specyficznych grup filogenetycznych [48].

Wzór pr¹¿ków w zró¿nicowanych populacjach staje
siê zbyt skomplikowany do analizy z u¿yciem tej tech-
niki, poniewa¿ 1 gatunek mo¿e mieæ od 1 do 4 frag-
mentów restrykcyjnych. Byæ mo¿e u¿ycie 6-zasado-
wych enzymów tn¹cych przyczyni siê do zmniejszenia
liczby fragmentów restrykcyjnych dla 1 gatunku. Wte-
dy wykorzystanie tej techniki w badaniach �rodowi-
skowych mog³oby siê bardziej rozwin¹æ [36].

Polimorfizm d³ugo�ci terminalnych fragmentów re-
strykcyjnych (T-RFLP � terminal restriction fragment
length polymorphism) jest technik¹ posiadaj¹c¹ podob-
ne ograniczenia jak technika RFLP. Zgodnie z regu³¹
RFLP z wyj¹tkiem, ¿e 1 starter PCR jest znakowany
barwnikiem fluorescencyjnym. Pozwala na detekcjê
tylko wyznakowanych terminalnych fragmentów res-
trykcyjnych [48]. Ten uproszczony wzór pr¹¿ków po-
zwala na kompleksow¹ analizê populacji, jak równie¿
uzyskanie informacji o ró¿norodno�ci ka¿dego wi-
dzialnego pr¹¿ka, reprezentuj¹cego pojedyncz¹ takso-
nomiczn¹ jednostkê lub rybotyp [83]. Wzór pr¹¿ków
mo¿e byæ u¿yty do pomiaru bogactwa i ró¿norodno�ci
gatunków, jak te¿ podobieñstwa pomiêdzy próbkami
[48]. Procedura ta mo¿e byæ zautomatyzowana i pozwa-
la pobraæ i analizowaæ du¿¹ liczbê próbek glebowych.
Jest to metoda wysoce powtarzalna, a jej ró¿norodno�æ
(czu³o�æ) wzrasta w zale¿no�ci od zastosowanej poli-
merazy. Ograniczeniem techniki T-RFLP jest nie tylko
ekstrakcja DNA i PCR, ale tak¿e wybór uniwersalnych
starterów [64]. ¯aden z obecnie dostêpnych uniwer-
salnych zestawów starterów nie jest w stanie zamplifi-
kowaæ wszystkich sekwencji eukariotycznych i bakte-
ryjnych. Ponadto startery te oparte s¹ na istniej¹cych
bazach danych 16S rRNA i 18S rRNA i ITS, które
pochodz¹ z mikroorganizmów, które mo¿na hodowaæ.
Dlatego mog¹ nie byæ odpowiednie w odniesieniu do
ró¿norodno�ci mikroorganizmów z próbki �rodowis-
kowej [48]. Ró¿ne enzymy mog¹ produkowaæ ró¿ne
wzory � �odciski palca� (fingerprint) [14]. Dlatego te¿
wa¿ne jest u¿ycie przynajmniej dwóch lub czterech
ró¿nych enzymów restrykcyjnych [83].

T-RFLP, jak ka¿da metoda oparta o technikê PCR
mo¿e byæ trudna do okre�lenia rzeczywistej ró¿norod-
no�ci z powodu detekcji tylko dominuj¹cych gatun-

ków, ze wzglêdu na du¿¹ ilo�æ dostêpnego DNA. Po-
nadto ró¿ne gatunki mog¹ mieæ ró¿n¹ liczbê kopii
genu i to mo¿e powodowaæ pewne zaburzenia wyni-
ków. Pomimo tych ograniczeñ, wielu badaczy wyra¿a
opiniê, ¿e wystandaryzowana metoda T-RFLP mo¿e
byæ u¿ytecznym narzêdziem do badañ mikrobiologicz-
nej ró¿norodno�ci w �rodowisku [64].

Technika ta by³a wykorzystywana do badania zmian
w populacjach bakterii [51] oraz detekcji i monito-
rowania populacji i szacowania ró¿norodno�ci AMF
w ryzosferze [84] oraz glebach zanieczyszczonych
metalami ciê¿kimi [28].

Podobnie jak techniki RFLP i T-RFLP, równie¿
analiza rybosomalnych sekwencji miêdzygenowych
(RISA � ribosomal intergenic spacer analysis, ARISA
� automated ribosomal intergenic spacer analysis) do-
starczaj¹ genetycznych odcisków palca populacji
mikroorganizmów opartych o badania rybosomów.
W technikach tych IGS (intergenic spacer) � region
pomiêdzy podjednostkami rybosomu 16S i 23S jest
amplifikowany technik¹ PCR, denaturowany i roz-
dzielany w ¿elu poliakrylamidowym w warunkach
denaturacji. Ten region mo¿e kodowaæ tRNAs i jest
u¿yteczny podczas ró¿nicowania gatunków bakterii
[18]. W RISA sekwencje polimorfizmu s¹ wykrywane
z u¿yciem barwienia srebrem, podczas gdy w ARISA
koñcowy starter jest znakowany fluorescencyjnie i wy-
krywany automatycznie [36].

Obie techniki dostarczaj¹ wysoce powtarzalnych
profili populacji bakteryjnych, ale RISA wymaga du¿ej
ilo�ci DNA i jest bardziej czasoch³onna, a barwie-
nie srebrem jest ma³o czu³e [18]. Technika ta � RISA
by³a wykorzystywana do porównywania ró¿norod-
no�ci mikrobiologicznej gleb, ryzosfery ro�lin i gleb
zanieczyszczonych oraz inokulowanych [36]. Badania
T h a k u r i a  i wsp. [81] wykaza³y, ¿e liczba ryboty-
pów bakterii i grzybów wykrytych w glebach technik¹
ARISA zale¿a³a od typu u¿ytkowania badanej gleby
(u¿ytkowanie pastwiskowe, intensywna uprawa) oraz
zastosowanej metody ekstrakcji DNA.

Wiele organizmów, zarówno prokariotycznych, jak
i eukariotycznych zawiera wysoce powtarzalne krót-
kie sekwencje DNA, zwane regionami mikrosatelitar-
nymi (microsatellite regions, highly repeated sequence
characterization), których d³ugo�æ waha siê od 1 do
10 par zasad powtarzaj¹cych siê wielokrotnie w ich
genomach [83]. W zale¿no�ci od stopnia ewolucji se-
kwencje te mog¹ byæ wykorzystywane w diagnostyce
i pozwalaj¹ rozró¿niaæ gatunki. Wysoce powtarzalne
sekwencje s¹ tak¿e znane jako regiony mikrosatelitarne
i mog¹ byæ wykorzystywane w identyfikacji grzybów
mikoryzowych [49].

Wykorzystanie tej metody do badañ mikrobiolo-
gicznej ró¿norodno�ci mo¿e byæ ograniczone w zale¿-
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no�ci od populacji, jakkolwiek mo¿e byæ u¿yteczne
w wytwarzaniu sond do detekcji zmian w populacjach
mikroorganizmów spowodowanych zmianami �rodo-
wiskowymi. Innym ograniczeniem tej metody jest fakt,
¿e regiony sekwencji mikrosatelitarnych wymagaj¹
u¿ycia odpowiednich starterów [36].

5. Perspektywy na przysz³o�æ

Badania z zakresu ró¿norodno�ci mikroorganizmów
�rodowiska glebowego s¹ wa¿ne nie tylko dla podsta-
wowych badañ naukowych, ale tak¿e z powodu zro-
zumienia powi¹zañ pomiêdzy ró¿norodno�ci¹ oraz
funkcj¹ i struktur¹ populacji.

Czynniki antropogeniczne � zanieczyszczenie, rol-
nictwo, zastosowanie chemikaliów mog¹ mieæ nie-
korzystny wp³yw na ró¿norodno�æ biologiczn¹ i funk-
cjonowanie ekosystemu. Na przyk³ad B u c k l e y
i  S c h m i d t  [6] stwierdzili istotnie wiêksz¹ zawar-
to�æ 16S rRNA dla wszystkich badanych grup mikro-
organizmów w glebach nigdy nie uprawianych w po-
równaniu do gleb uprawianych rolniczo. Sugeruje to
obni¿enie biomasy bakterii oraz ich aktywno�ci w gle-
bach uprawnych. Jakkolwiek nie wiadomo jak obni-
¿enie takie wp³ywa na funkcjonowanie ekosystemu.
Dla stabilno�ci ekosystemu wa¿ne jest ¿eby powi¹zaæ
ró¿norodno�æ mikroorganizmów i ich funkcje w �ro-
dowisku glebowym.

Wiedza dotycz¹ca ró¿norodno�ci mikroorganizmów
i funkcji w glebie jest ograniczona z powodu takso-
nomicznych i metodologicznych czynników limitu-
j¹cych, zwi¹zanych z badaniami tych organizmów.
Chocia¿ metody badañ ró¿norodno�ci ilo�ciowej, takso-
nomicznej, strukturalnej s¹ polepszane zarówno dla
bakterii, jak i grzybów, jednak nadal nie jest jasne
powi¹zanie ró¿norodno�ci z funkcj¹. Ró¿norodno�æ
bakterii i grzybów powoduje poprawê jako�ci gleby
i wzrost jej produktywno�ci. Mikroorganizmy te spe³-
niaj¹ bardzo wa¿n¹ rolê w obiegu pierwiastków od-
¿ywczych i zdrowotno�ci ro�lin. Dodatkowo populacje
mikroorganizmów ryzosferycznych podnosz¹ zdrowot-
no�æ ro�lin i mog¹ pomóc ro�linom radziæ sobie ze
stresem biotycznym i abiotycznym, takim jak patogeny
czy zanieczyszczenie gleby [36].

Obecnie dostêpne badania i wiedza z zakresu
mikrobiologicznej ró¿norodno�ci gleby napotyka ogra-
niczenia taksonomiczne i metodologiczne. Mikrobio-
lodzy �rodowiskowi maj¹ trudne zadanie, aby zdefi-
niowaæ, zidentyfikowaæ i po³¹czyæ mikroorganizmy
z funkcj¹ pe³nion¹ w �rodowisku. Praca przedstawia
wybrane metody biochemiczne i molekularne wyko-
rzystywane do badañ ró¿norodno�ci populacji glebo-
wych mikroorganizmów.
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