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IZOLACJA KWASOW NUKLEINOWYCH ZE SRODOWISKA — PIERWSZY KROK W
ANALIZIE METAGENOMU

Wybor wlasciwej metody badawczej jest
podstawowym wymogiem stawianym przed
eksperymentatorem pragnacym opisal rze-
czywistoS¢ przyrodnicza. W przypadku ba-
dan  mikrobiologicznych nieodpowiednie
decyzje na tym etapie w znacznym stopniu
skutkuja btedna identyfikacja mikroorgani-
zmOw i brakiem rzetelnego poznania ich
funkcji w Srodowisku. Ogromna réznorod-
nos$¢ mikroorganizmow w Srodowisku jest
niewatpliwie faktem obiektywnym, lecz jej
stopien poznania w zasadniczy sposOb zale-
zy od tego, czy w badaniach postuzono sie
tradycyjnymi technikami hodowlanymi, czy
tez zastosowano metody oparte na analizach
molekularnych wyekstrahowanych kwasow
nukleinowych (KozprOj 2003). Ograniczenia
dla tych metod stwarza sam charakter Sro-
dowiska (np. bardziej homogeniczne lub he-
terogeniczne), wilaSciwy sposOb pobierania
prob oraz ich transportu do laboratorium.

Metody oparte na hodowli mikroorga-
nizméw na podlozach sa proste, wygodne,
pozwalajace na rOéwnoczesne i szybkie po-
rownanie wielu probek przy wykorzystaniu
minimum sprzetu laboratoryjnego. Podsta-

wowa wada tych metod jest znaczne niedo-
szacowanie rzeczywistej roznorodnoSci mi-
kroorganizmoéw, gdyz ogranicza si¢ ona tylko
do wyodrebnienia organizméw zdolnych do
wzrostu na podtozu (WELLINGTON i wspotaut.
1997). Przewazajaca liczba bakterii wystepuje
w Srodowisku, np. glebie, w stadium uSpie-
nia (ang. dormant phase), z metabolizmem
ograniczonym do minimum. Komoérki tych
organizmow maja rozmiary ultramikrobakte-
rii (0,2-0,3 um) i sa zaadaptowane do warun-
kow gtodowych (tj. niedobor substancji po-
karmowych), jakie w glebie dominuja. Trud-
nosci z wyhodowaniem takich organizméw
stanowia kolejne ograniczenie dla poznania
bior6znorodnosci w glebie (KOzZDROJ 2003).
Dominujaca wickszoS¢ mikroorganizmow,
ktore sa stwierdzane jako zywe komorki me-
todami mikroskopowymi, nie jest w stanie
wyrosna¢ na zadnym z obecnie znanych pod-
lozy mikrobiologicznych (LIESACK i wspotaut.
1997). Aby poznaé bioroznorodnoS¢ tych
organizmow trzeba poshuzy¢ sie technikami
molekularnymi, ktére stosunkowo niedawno
wprowadzono do badan nad ekologia mikro-
organizméw (COOPER i RAO 20006).

SRODOWISKOWY DNA REPREZENTANTEM METAGENOMU

Ograniczenia metod hodowlanych, kto-
re rzutuja na niemoznoSC rzetelnej oceny
bior6znorodnosci mikroorganizmow w Sro-
dowisku moga byC przezwyciezone, jesli za-
stosuje si¢ techniki oparte na bezpoSrednim
wykrywaniu komorek mikroorganizmow, wy-
korzystujac do tego celu zwiazki chemiczne

wystepujace w kazdej komorce. Tego typu
substancjami markerowymi sa kwasy nukle-
inowe, DNA oraz RNA, ktorych zrOoznicowa-
nie sekwencji nukleotydow decyduje o roz-
nicach strukturalnych oraz funkcjonalnych
miedzy poszczegOlnymi organizmami. Opa-
nowanie efektywnych sposobow ekstrakcji
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kwasé6w nukleinowych z komoérek mikroor-
ganizmoOw lub bezposrednio ze Srodowiska
oraz umiejetnos¢ wlasciwego odczytu infor-
macji zakodowanej w ich strukturze przez
miliardy lat ewolucji sa podstawowymi wy-
mogami przy podejmowaniu proby oceny na
tej drodze zréznicowania organizmow wyste-
pujacych w Srodowisku (MILLING i wspolaut.
2005). Teoretycznie trudno o bardziej repre-
zentatywne substancje markerowe do analizy
bioréznorodnosci, jednakze w praktyce takze
i w tym przypadku analiza nie jest pozbawio-
na roznych ograniczen. Nalezy pamictal, ze
DNA powinien by¢ izolowany z mozliwie jak
najwiekszej liczby mikroorganizmow obec-
nych w danym biotopie, i co istotne, izolacja

nie powinna go zbytnio pofragmentowac, a
zanieczyszczenia w postaci biatek, kwasow
humusowych czy metali powinny by¢ zredu-
kowane do minimum. Dodatkowo, poszcze-
g0lne grupy mikroorganizmoéw (bakterie, ar-
cheony, grzyby, pierwotniaki) r6znia si¢ po-
datnos$cia na lize swych komoérek z powodu
roznic w budowie ich oston komoérkowych.
W wiekszosci mikroorganizmy wystepuja w
srodowisku w postaci form drobnych i me-
tabolicznie uSpionych, charakteryzujacych
sie¢ znaczna opornoScia na czynniki lityczne.
DNA otrzymywany z tych organizmow ma
matle rozmiary, nieefektywne w dalszych ana-
lizach metagenomu (STEELE i STREIT 2000).

EKSTRAKCJA DNA ZE SRODOWISKA GLEBOWEGO

Pierwszym podstawowym wymogiem
wickszoSci procedur analizy molekularne;j
oraz pierwszym ograniczeniem, ktore musi
by¢ przezwyci¢zone jest otrzymanie Cczy-
stych kwasow nukleinowych po ich ekstrak-
¢ji, np. z gleby. Wydajnos¢ lizy komorek,
efektywnoS¢ i stopien oczyszczenia kwasow
nukleinowych, a takze wielkoS¢ uzyskanych
kwasow nukleinowych, razem w zasadni-
czy sposOb wplywaja na dalsze etapy analiz
molekularnych. Niektére grupy bakterii, np.
Firmicutes, Actinobacteria, Cyanobacteria
trudniej ulegaja lizie z uwagi na gruba war-
stwe peptydoglikanu w Scianie komorkowe;j,
co ma istotny wptyw na sktad izolowanego z
gleby DNA. Metody oparte na PCR sa zalez-
ne od stopnia czystoSci DNA ze wzgledu na
to, ze reakcja PCR jest hamowana w obecno-
Sci szeregu zanieczyszczefi, np. kwasow hu-
minowych lub jonow metali. Z kolei szereg
procedur opartych na klonowaniu wymaga
wzglednie duzych fragmentéw DNA, zwlasz-
cza gdy wymagana jest ekspresja catego ope-
ronu lub sekwencjonowaniu podlega meta-
genom. Niekorzystne jest izolowanie duzej
iloSci matych fragmentow DNA, gdyz zwick-
sza to czestotliwos$¢ tworzenia réznych arte-
faktow w trakcie PCR (TREVORS i VAN ELSAS
1995, COOPER i RAO 20006).

Wiele metod izolacji bakteryjnego DNA z
roznego typu gleb opublikowano w réznych
czasopismach od 1980 r., kiedy to Vigdis
Torsvik z Uniwersytetu w Bergen (Norwe-
gia) opublikowala po raz pierwszy procedu-
r¢ izolacji bakteryjnego DNA z gleby (TOR-
SVIK 1980), zapoczatkowujac w ten sposob
nowa subdyscypline naukowa, ekologie¢ mo-

lekularna mikroorganizmoéw. Ta oryginalna
procedura polegata na separacji w pierw-
szym etapie komorek bakterii z czastek gle-
by przez roéznicowe wirowanie, a nastepnie
lizie komorek i oddzieleniu DNA oraz RNA
od materii organicznej na drodze szeregu se-
paracji chromatograficznych. Jak wszystkie
tego typu poczatkowe proby ekstrakcji kwa-
sOw nukleinowych bezposrednio ze Srodo-
wiska, metoda Torsvik byla mato efektywna
i czasochtonna, wymagata probek od 60 do
90 g gleby i trwala przynajmniej trzy dni. Od
tego czasu metody ekstrakcji ulegly znacznej
poprawie, osiagajac stadium petnej dojrzato-
Sci, dzigki czemu staly si¢ niemal rutynowym
narzedziem badawczym w szeregu labora-
toriach mikrobiologicznych zajmujacych si¢
analizami Srodowiskowymi.

Wspolczesne metody ekstrakcji kwasow
nukleinowych z gleby sa znacznie uproszczo-
ne oraz wymagaja mniejszych probek, przez
co wiecksza iloS¢ probek gleby moze byc
rownoczesSnie poddawana analizie. Ogolnie
zastosowanie znajduja dwa schematy ekstrak-
cji kwasow nukleinowych: bezposrednio z
gleby, wprowadzony po raz pierwszy przez
OGRAM i wspotaut. (1987), oraz posrednio
z wczeSniej uzyskanej frakcji komorkowe;j,
wprowadzony przez HOLBEN i wspotaut.
(1988). Wickszos¢ wspotczesnych procedur
opartych jest na bezpoSredniej lizie komo-
rek mikroorganizmow w glebie, a nastepnie
ekstrakcji uwolnionych kwasow nukleino-
wych (DNA lub RNA) i ich dalszym oczysz-
czaniu. Wysoce krytycznym etapem bezpo-
Srednich procedur jest skutecznoS¢ lizy ko-
morek w obecnoSci koloidow glebowych,
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chociaz rozpuszczenia komoérek wszystkich
mikroorganizmow wystepujacych w glebie
prawdopodobnie nigdy nie uda sie uzyskac.
Stosuje sie rozmaite metody lizy komorek
mikroorganizmow: (i) enzymatyczna liza uzy-
wajac lizozymu, proteinazy K lub pronazy,
(i) chemiczna liza, np. traktowanie siarcza-
nem dodecylosodowym (SDS), fenolem Iub
roznymi detergentami, (iii) szok termiczny
(cykle zamrazania i podgrzewania), (iv) wy-
korzystanie mikrofal, (v) wykorzystanie ul-
tradzwickow, (vi) mechaniczna liza przez
rozbijanie komorek peretkami szklanymi w
mlynie udarowym Ilub mielenie na sucho,
albo w obecnoSci cieklego azotu oraz (vii)
rézne kombinacje wspomnianych metod.
Efektem zastosowanych metod jest uzyska-
nie kwasow nukleinowych o réznym stopniu
zanieczyszczenia bialkami, polisacharydami,
kwasami humusowymi, lipidami oraz sktadni-
kami mineralnymi, a takze o réznym stopniu
pofragmentowania w zaleznoSci od tego, jak
drastyczna byla metoda bezpoSredniej lizy
komorek, co z kolei zalezy od rodzaju gleby
(ROBE i wspoétaut. 2003). Metody fizyczne,
jak wspomniane wykorzystanie ultradzwie-
kow, czy rozbijanie komorek w mitynie uda-
rowym skutkuja znacznym pofragmentowa-
niem DNA do rozmiaréw od 5 do 10 kb, a
nawet mniejszych (KUSKE i wspotaut. 1998).
Natomiast, liza komorek oparta na SDS w
polaczeniu z mieleniem i cyklem zamrazania
i topnienia przynosi wiekszy uzysk DNA o
fragmentach od 20 do 40 kb otrzymywanymi
nawet od wiekszoSci bakterii gramdodatnich
(KRSEK i WELLINGTON 1999).

Rozne typy gleb wymagaja stosowania
odmiennych procedur ekstrakcji kwasow
nukleinowych zaré6wno na etapie lizy komo-
rek mikroorganizmoéw, jak i podczas etapow
oczyszczania. W zasadzie dobor procedur od-
bywa sie eksperymentalnie przez poréwna-
nie iloSci uzyskiwanego DNA lub RNA (wy-
dajnos¢ ekstrakcji) oraz ich jakoSci (czystosc,
wielkoS¢ fragmentéw). Etapy oczyszczania
DNA sa mniej lub bardziej rozbudowane w
zaleznoSci od struktury gleby (zawartoS¢
frakcji ilastej), iloSci substancji organicznych
oraz innych potencjalnych inhibitoréw (np.
jony metali) enzymatycznych reakcji moleku-
larnych, w ktorych uczestniczy¢ bedzie wy-
izolowane DNA (MILLING i wspotaut. 2005).
Przyktadowe sposoby oczyszczania DNA
opieraja si¢ na stracaniu octanem potasu,
glikolem polietylenowym (PEG), etanolem,
izopropanolem lub mieszaning chloroformu
z fenolem, stosowanych osobno lub w kom-

binacji. Procedura zaproponowana przez VAN
ELsAs i wspotaut. (1997), w odniesieniu do
gleb o wigkszej zawartoSci materii organicz-
nej, wymagata stosowania wspomnianych re-
agentow z dodatkowym jednym lub nawet
wiecej etapami oczyszczania na kolumien-
kach (np. Wizard firmy Promega) zawiera-
jacymi specjalna zywice zatrzymujaca zanie-
czyszczenia. Podobne dzialanie selektywnego
wiazania lub stracania, np. bialek oraz sub-
stancji humusowych obecnych w surowym
ekstrakcie DNA wykazuja kolumny Sephadex
do filtracji zelowej, kolumny do chromato-
grafii jonowymiennej, mleczko szklane (ang.
glassmilk), elektroforeza w zelu agarozowym
oraz poliwinylopirolidon (PVP) lub poliwi-
nylopolipirolidon (PVPP) (CULLEN i HIRSCH
1998). W celu oslabienia efektu nukleaz
uwalnianych z komorek podczas lizy, a tak-
ze tych obecnych w glebie (zaadsorbowane
na koloidach glebowych), ktore w znacznym
stopniu moga wplywaé na reprezentatyw-
no$¢ uzyskanego DNA poprzez jego degra-
dacje, dodaje si¢ na poczatku ekstrakcji ety-
lenodiaminotetraoctan (EDTA) a nastepnie
(w niektérych procedurach) fenol. Dodatek
EDTA wiaze wolne kationy Mg?** niezbedne
dla funkcjonowania nukleaz, podczas gdy fe-
nol inaktywuje wszystkie enzymy obecne w
ekstrahowanej probce gleby. Zwigkszajac ste-
zenie EDTA w buforze ekstrakcyjnym moz-
na otrzyma¢ wickszy uzysk DNA, kosztem
jednakze jego czystoSci. Dlatego tez, wybor
odpowiedniego buforu ekstrakcyjnego musi
by¢ efektem kompromisu miedzy spodziewa-
na iloScia DNA, a wymagana czystoScia tego
polimeru (ROBE i wspétaut. 2003).
Poszczegolne procedury ekstrakcji DNA z
gleby daja przecietnie od kilku do kilkudzie-
sieciu uyg DNA w gramie gleby, a uzyskane
fragmenty DNA maja na ogot od 10 do 40
kb. Im procedury oczyszczania sa efektyw-
niejsze, tym uzyskane DNA jest czystsze, cO
pokazuja wartoSci stosunkow mierzonej ab-
sorbancji A, /A, (>1,7) oraz A, /A, (>2,0).
Sposrod roznych metod ekstrakcji DNA me-
tody zawierajace etap(y) rozbijania peretkami
szklanymi (ang. bead-beating) probek gleby
w mlynie udarowym daja najwicksze iloSci
DNA (najmniej DNA ulega wtornej adsorpcji
na czastkach ilastych) oraz malo towarzysza-
cych zwiazk6w humusowych o brazowym
zabarwieniu, przez co stopien czystosci DNA
jest zwiekszony. Natomiast DNA moze by¢
bardziej pofragmentowany, zwlaszcza przy
nienajlepiej dobranych parametrach rozbija-
nia, chociaz wi¢ksza fragmentacje otrzymuje
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sie przy stosowaniu ultradzwickéw (KRSEK i
WELLINGTON 1999, ROBE i wspoétaut. 2003).
WydajnoS¢ procedury opartej na rozbijaniu
siega 80% z probek gleby o wielkosci od 250
mg do 1 g, podczas gdy, np. liza za pomoca
wysokiej temperatury oraz SDS (ang. hot-SDS
lysis) prowadzi do strat od 81 do 90 % DNA
(CULLEN i HIRSCH 1998). W duzym stopniu na
iloS¢ oraz jakoS¢ uzyskiwanego DNA wplywa
sktad buforu ekstrakcyjnego, a zwlaszcza za-
warto$¢ EDTA oraz obecno$¢ kationow Na*,
ktore zaréwno chronia DNA przed degrada-
¢ja, jak i zmniejszaja jego zdolnoS¢ adsorpcji
do koloidow glebowych. Ta ostatnia cecha
DNA znacznie utrudnia mozliwoS¢ analizy
maksymalnej liczby populacji mikroorga-
nizmow wystepujacych w glebie, gdyz tyl-
ko czes¢ DNA (od kilku do 25%) moze byc¢
uwolniona z agregatow glebowych, jak wy-
kazaly eksperymenty z wprowadzaniem na-
tywnego DNA bakteriofaga lambda do suche;j
gleby (FROSTEGARD i wspotaut. 1999). Wynika
z tego, ze nawet jesli dojdzie do uwolnienia
z agregatow glebowych komorek bakterii,
a nastepnie ich lizy, co samo w sobie jest
trudne ze wzgledu na dominowanie (od 50
do 70%) w glebie form drobnych (< 0,5 um)
trudno dostepnych, to uzyskanie maksymal-
nie reprezentatywnego bakteryjnego DNA
napotyka znaczne przeszkody.

Pomimo ograniczen metody bezposred-
nie przewazaja, jesli chodzi o uzyskiwanie
jak najwickszej iloSci DNA, ktory jest tez
maksymalnie reprezentatywny dla zespo-
6w mikroorganizméw wystepujacych w
badanych glebach. Metody posSrednie eks-
trakcji DNA, polegajace na wstepnym otrzy-
maniu frakcji bakteryjnej a nastepnie eks-
trakcji DNA z komorek i jego oczyszczeniu,
sa mniej wydajne, cho¢ generuja niekiedy
lepszej jakoSci DNA (czystszy, wicksze frag-
menty) pozbawiony dodatku zewnatrzko-
morkowego DNA, czego nie da sie uniknad
podczas ekstrakcji bezpoSrednich. Podsta-
wowym ograniczeniem metod posrednich
jest efektywnoS¢ ekstrakcji frakcji komorko-
wej z gleby, ktoéra maksymalizuje si¢ przez
stosowanie niespecyficznych detergentow
w polaczeniu z glikolem polietylenowym,
zywic jonowymiennych (np. Chelex 100),
dyspersji probek gleby przez homogenizacje
metoda rotacyjnego tluczka (ang. rotating
pestle) lub w standardowym homogenizato-
rze Waringa, separacji komorek przez szyb-
koobrotowe wirowanie w obecnosci gra-
dientu Nycodenz lub wirowanie w gradien-
cie sacharozy, Percollu, Ficollu oraz CsCl,

a takze przez stosowanie ultradzwickow
(ROBE i wspotaut. 2003).

Metody posrednie opieraja sie na roznych
zjawiskach fizycznych lub chemicznych stu-
zacych separacji komorek z czastek glebo-
wych. Nie ma najlepszej, uniwersalnej meto-
dy, gdyz gleby sa niezwykle zréznicowane i
dlatego nalezy odpowiednie metody, a nawet
ich kombinacje dobiera¢ indywidualnie. Nie-
mniej wydajnoS¢ ekstrakcji komorek bakterii
rzedu od 30 do 50% w przypadku w gleb
torfowych oraz od 20 do 30 % w przypadku
gleb ilasto-gliniastych (uprawne oraz lesne)
mozna uzyskaC stosujac wirowanie w obec-
noSci gradientu Nycodenz. Niektore grupy
mikroorganizmow s3 szczegOlnie trudne do
ekstrakcji z koloidow glebowych. Dotyczy
to, na przyklad metanotroficznych bakterii
w torfie, jak rowniez bakterii utleniajacych
amoniak w glebach ilasto-gliniastych (BAKKEN
i LINDAHL 1995).

Wydajna poSrednia metode ekstrakcji
DNA z gleby, ktora laczy prostote z wydaj-
noScia uzyskiwanego DNA opracowali VAN
ELsAs i wspolaut. (1997). Procedura ta jest
stosunkowo szybka i taczy skutecznos$¢ piro-
fosforanu sodu w rozbijaniu wigzan w agre-
gatach glebowych ze skuteczna liza komorek
bakteryjnych oraz dalsza ekstrakcja i oczysz-
czaniem DNA wedlug procedury stosowane;j
oryginalnie podczas ekstrakcji bezposSrednie;.
Otrzymany w ten sposOb DNA specyficznie
reprezentuje bakterie wystepujace w glebie,
zarowno ich ogol, jak i te czes¢, ktora pod-
daje si¢ hodowli. Jednakze w wigkszoSci sa
to populacje lub gatunki dominujace w da-
nej glebie, gdyz tylko w odniesieniu do nich
otrzymuje si¢ podobne rezultaty, jak w przy-
padku DNA ekstrahowanego bezposrednio
z gleby. Bakterie mniej licznie wystepujace
w danej glebie moga by¢ wykryte jedynie
po bezposredniej ekstrakcji DNA (SAANO i
wspotaut. 1995, STEELE i STREIT 20006).

Lagodne metody lizy otrzymanej frakcji
komorkowej w polaczeniu z oczyszczaniem
DNA poprzez wirowanie w gradiencie CsCl
pozwalaja uzyska¢ wysokiej jakoSci DNA o
wielkoSci przekraczajacej 100 kb (ROBE i
wspotaut. 2003). Dalsze zwickszanie wiel-
kosci DNA (ponad 300 kb) mozna uzyskaé
przez zintegrowanie etapu ekstrakcji komo-
rek bakterii przez wirowanie z tagodna liza
zanurzonych w agarozowych korkach komo-
rek i rozdzialem DNA przez elektroforeze
zelowa w pulsacyjnym polu elektrycznym
(PFGE). W ten sposob uzyskano fragmenty
DNA umozliwiajace skuteczne skonstruowa-
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nie fosmidowej biblioteki metagenomu gle-
bowego o wielkoSci przekraczajacej 3,5 Gb
(ROBE i wspotaut. 2003).

Metody posrednie izolacji DNA z gleby,
oparte na wyodrebnianiu frakcji komorko-
wej bakterii, zapewniaja uzyskanie jedynie
od 20 do 50% catosci DNA bakteryjnego
metagenomu glebowego (BAKKEN i LINDAHL
1995). Skuteczniejsze w tym wzgledzie sa
metody bezposredniej ekstrakcji, ktore po-
zwalaja otrzyma¢ DNA z ponad 60% wszyst-
kich bakterii wystepujacych w danej glebie
(MORE i wspotaut. 1994). Jakkolwiek te roz-
nice sa wymowne, to jednak nalezy pamie-
taé, ze istotny wplyw na otrzymane wyniki
maja obecne wspolnie z DNA wyekstraho-
wane zanieczyszczenia oraz wrazliwosS¢ na te
zanieczyszczenia dalszych stosowanych pro-
cedur molekularnych. Przyktadem moze byc¢
rozna wrazliwo$S¢ enzymow restrykcyjnych
na obecne kwasy humusowe ekstrahowa-
ne w roznej iloSci przez metody posSrednie
i bezposSrednie. Skutkiem tego jest odmien-
ny profil bakteryjnego DNA otrzymywany
w wyniku analizy restrykcyjnej DNA izolo-

wanego wspomnianymi metodami (ROBE i
wspotaut. 2003). Wybor jednej badz drugiej
metody ekstrakcji DNA z gleby zalezy od ce-
low badawczych. Jezeli pragnie sie¢ uzyskac
wzglednie duzo DNA o szerokim spektrum
reprezentatywnoSci mikroorganizméw wy-
stepujacych w danej glebie, to niewatpliwie
nalezy zastosowa¢ metody bezposredniej eks-
trakcji. Natomiast, gdy celem jest uzyskanie
DNA wysokiej jakosci do procedur moleku-
larnych czultych na rézne inhibitory oraz gdy
potrzebny jest DNA o duzej masie molekular-
nej, to preferowane sa metody posrednie bez
wzgledu na ich pracochtonnos¢. Ponadto,
DNA otrzymany z wyizolowanej bakteryjnej
frakcji komorkowej zawiera zaledwie do 8%
fragmentow eukariotycznego DNA w porow-
naniu do 61-93% tych sekwencji obecnych w
bezposrednich ekstraktach DNA z gleby. W
konsekwencji, konstruowane biblioteki me-
tagenomu bakteryjnego odpowiednich gleb
sa znacznie lepszej jakoSci w przypadku ko-
rzystania z poSrednich metod ekstrakcji DNA
(GABOR i wspotaut. 2003).

OCZYSZCZANIE EKSTRAKTOW DNA

Mimo znacznych postepéw poczynionych
w kierunku zwickszenia efektywnoSci oraz
uproszczenia metod oczyszczania kwasow
nukleinowych, ten etap w dalszym ciagu
stwarza problemy przy badaniu réznych gleb.
Dlatego tak trudno jest opracowac uniwersal-
na procedure otrzymywania DNA z gleby, co
powoduje, ze praktycznie dla kazdej gleby,
zwlaszcza ze wzgledu na jej zmiennoS¢ skla-
du materii organicznej, musi by¢ optymalizo-
wana specyficzna metoda, ktora w odniesie-
niu do innej gleby moze by¢ mato skuteczna.
Roznice miedzy eksperymentatorami takze
wplywaja na zmiennos¢ uzysku DNA miedzy
laboratoriami, sklaniajac do opracowywania
nowych procedur przez kazde laboratorium
z osobna. Nawet w jednym laboratorium
uzyskiwane wyniki (iloS¢ DNA, jego jako$¢)
moga by¢ znaczaco odmienne. Dlatego tez
znaczne nadzieje wiaze si¢ z opracowaniem
jednej metody ekstrakcji DNA, ktora bylaby
jednakowo wydajna w kazdej glebie, sku-
tecznie rozpuszczalaby wszystkie komorki,
bylaby szybka oraz mogtaby by¢ zastosowana
do wielu probek rownoczes$nie. Datoby to
mozliwo$¢ automatyzacji procedur oraz ich
standaryzacji miedzy réznymi laboratoriami.
Kilka firm opracowalo i sprzedaje kompletne

zestawy do ekstrakcji DNA z gleby (np. Ul-
traClean ™ Soil DNA, FastDNA ® SPIN R Soil
Master ™ DNA Extraction), ktore znajduja za-
stosowanie w przypadku roéznych gleb oraz
gwarantuja otrzymanie czystego DNA w cza-
sie krotszym niz 30 min. Znaczacy postep na
drodze opracowania systemu automatyzacji
lizy komorek i oczyszczania DNA glebowe-
go, z mozliwoscia przeprowadzania natych-
miast reakcji PCR, dokonano przy udziale
naukowcOw z Departamentu Energii Poinoc-
noatlantyckich Laboratoriow (USA) oraz De-
partamentu Obrony (USA) (OGRAM 2000).
Rowniez w Narodowym Laboratorium w Los
Alamos (USA) zespo6t naukowcoéw opraco-
wal metode ekstrakcji DNA, ktora znaczaco
uproscita szeroko stosowane metody ekstrak-
cji DNA, jego oczyszczania oraz iloSciowego
oznaczania w probkach pochodzacych z ré6z-
nych gleb. W metodzie tej polaczono zmo-
dyfikowane protokoly ekstrakcji za pomoca
szoku termicznego i detergentu (SDS) oraz
rozbijania mieszanina peretek szklanych o
roznej wielkoSci, dzieki czemu mozna bylo
wydajnie ekstrahowa¢ DNA zarowno z ko-
morek wegetatywnych, jak i spor réznych
mikroorganizmow. Uproszczono rOwniez
etapy oczyszczania DNA, eliminujac szkodli-
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we reagenty, takie jak fenol, chloroform, hy-
drochlorek guanidyny, CsCl oraz butanol, do
jednego etapu na mikrokolumnach wypet-
nionych Sephadex G200 (KUSKE i wspolaut.
1998). Zaleta dodatkowa tej metody jest nie
tylko prostota i szybkoS¢, ale takze mozli-
wos¢ przeprowadzania jej w warunkach po-
lowych, wykorzystujac podstawowy przeno-
Sny sprzet laboratoryjny. W celu osiagniecia
wickszej efektywnoSci oczyszczania DNA na
mikrokolumnach oraz wigkszej czutosSci de-
tekcji fragmentow DNA podczas PCR, zapro-
ponowano przeprowadzanie dwukrotnego
oznaczania iloSci DNA w trakcie calej pro-
cedury jego izolacji z gleby. W pierwszym
etapie stezenie DNA nalezy oznacza¢ w suro-
wym ekstrakcie przed wprowadzeniem go na
mikrokolumny, dzieki czemu wiadoma jest
ilos¢ DNA podlegajacego oczyszczaniu. W
drugim etapie oznaczane jest stezenie DNA
w wycieku z mikrokolumny, przez co znana
jest doktadna iloS¢ DNA wprowadzanego do
mieszaniny reakcyjnej PCR. W obydwu przy-
padkach, oznaczanie iloSci DNA, niezaleznie
od obecnosSci kwasé6w humusowych, doko-
nuje si¢ przez pomiar spektrum absorpcyjne-
go UV-Vis w polaczeniu z pomiarem sygnatu
fluorescencyjnego kompleksu DNA z bar-
dzo czulym barwnikiem PicoGreen (STARK
i wspotaut. 2000). Polaczenie uproszczonej
procedury ekstrakcji DNA z dwukrotnym
oznaczaniem jego iloSci pozwala na sprawne
przygotowanie wielu probek z réznych gleb
do kompleksowej analizy genetycznej, redu-
kujac do minimum prawdopodobienstwo
otrzymywania falszywie pozytywnych (rozbu-
dowane procedury ekstrakcji) lub fatszywie
negatywnych wynikéw podczas PCR.
Pomimo wspomnianych osiagnie¢, w dal-
szym ciagu trwaja proby udoskonalania me-
tod ekstrakcji DNA z gleby. Bardzo newral-
giczny dla caloSci procedury jest etap oczysz-
czania DNA, w wyniku ktérego moze docho-
dzi¢ do straty nawet powyzej 50% DNA (CAR-
RIGG i wspotaut. 2007). Obecne w roznej ilo-

Sci, zaleznie od typu gleby, kwasy humusowe
maja istotny w tym udzial, dodatkowo wcho-
dzac w rOzne interakcje z reagentami uzyty-
mi w trakcie ekstrakcji DNA. Dlatego istotne
znaczenie w wyeliminowaniu tego problemu
ma opracowanie procedury usuwania kwa-
so6w humusowych jeszcze na etapie poprze-
dzajacym lize¢ komorek mikroorganizmow.
Znaczacym postepem wydaje sie by¢ meto-
da zaproponowana przez PERSOH i wspotaut.
(2008) do rownoczesnej ekstrakcji DNA i
RNA, wykorzystujaca rozne stezenia AL (SO 4)3
(od 40 do 90 pM, zaleznie od typu gleby) do
stracania kwaso6w humusowych obecnych w
glebie nawet w iloSci wigkszej niz 200 mg w
przeliczeniu na gram Swiezej masy. ROwniez
uzycie do ekstrakcji DNA buforu zawieraja-
cego kompleks bromku cetylotrimetyloamo-
niowego z ditiotreitolem (CTAB-DTT) dato
mozliwo$¢ otrzymywania wysokiej jakoSci
DNA z r6znych gleb, ktore z sukcesem mo-
glo by¢ uzyte do analizy réznorodnosci bak-
terii i grzybow (THAKURIA i wspotaut. 2008).
Alternatywnym sposobem izolacji DNA w
obecnosci kwaséw humusowych i innych za-
nieczyszczefi jest wykorzystanie metody wia-
zania DNA na zasadzie hybrydyzacji w polu
magnetycznym, wykorzystujac w tym celu
albo jednoniciowe DNA znakowane biotyna,
albo specyficzne klamry i oligomery pepty-
dowych kwasé6w nukleinowych pelniacych
role sondy w stosunku do izolowanego DNA
(ROBE i wspoétaut. 2003). W celu zwickszenia
reprezentatywnosci wyekstrahowanego DNA
dla calego metagenomu glebowego opraco-
wano procedure sekwencyjnego izolowania
pozakomoérkowego DNA (eDNA) oraz ko-
morkowego DNA (iDNA). Wykorzystano do
tego metode alkalicznego przemywania gleby
0,12 M roztworem Na HPO, (pH 8,0), otrzy-
mujac surowy €DNA, a nastepnie pozostaty
osad gleby poddawano mechaniczno-che-
micznej obrobce w celu doprowadzenia do
lizy komo6rek mikroorganizmow i uzyskania
iDNA (ASCHER i wspotaut. 2009).

IZOLACJA DNA ZE SRODOWISKA WODNEGO

W porownaniu do gleby, ekstrakcja kwa-
sow nukleinowych z mikroflory wodnej jest
prostsza, gdyz Srodowisko te jest mniej struk-
turalnie heterogeniczne i nie ma potrzeby
stosowania rozbudowanych procedur eks-
trakcji i oczyszczania. Komorki mikroorgani-
zmow, pochodzace z 300 do 1000 ml probki
wody, sa zageszczane na filtrach membrano-

wych lub przez odwirowanie, a nast¢pnie
poddawane alkalicznej lizie oraz proteolizie
lub tez moga by¢ rozpuszczane przez lizo-
zym (SOMMERVILLE i wspotaut. 1989). Surowy
ekstrakt kwasow nukleinowych zostaje uwol-
niony z filtra, a nastepnie oczyszczany przez
wirowanie w gradiencie CsCl lub mieszanie
Z octanem amonu i wytracanie etanolem, da-
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jac wystarczajaco czyste preparaty chromoso-
malnego i plazmidowego DNA lub réznych
rodzajow RNA (np. 5S, 16S oraz 23S rRNA).
Oprocz tego, inne metody ekstrakcji DNA
(np. wirowanie w gradiencie CsCl i bromku
etydyny, powtarzalne traktowanie miesza-
nina chloroformu i fenolu) lub rRNA (np.
wielokrotne traktowanie poliwinylopolipi-
rolidonem, PVPP) znajduja swoje zastosowa-
nie (WELLER i WARD 1989, PAUL i wspotaut.
1990). Komoérki mikroorganizmow wystepu-
jace w wodzie pitnej lub wzglednie przej-
rzystej wodzie powierzchniowej moga byc¢
takze zageszczane na filtrach membranowych
opornych na warunki PCR. W ten sposob,
przeprowadza sie lize komoérek, np. metoda
szoku termicznego, a nastepnie od razu am-

plifikuje sie¢ DNA, nie usuwajac filtra z pro-
bowki reakcyjnej (BE] i MAHBUBANI 19906).
Alternatywnym sposobem jest przeprowadza-
nie lizy wychwyconych komorek bezposred-
nio na filtrze poliweglanowym przy uzyciu
lizozymu, a nastepnie oczyszczanie uwolnio-
nego DNA przez ekstrakcje mieszanina chlo-
roformu i fenolu oraz wytracanie etanolem
DNA o wystarczajacej czystoSci dla reakgcji
PCR i innych dalszych analiz molekularnych
(BgJ i wspotaut. 1990). EfektywnoS¢ ekstrak-
¢ji kwasOw nukleinowych zwicksza si¢ przez
optymalizacje etapu zageszczania komorek
mikroorganizmow, stosujac rozne filtry oraz
urzadzenia filtrujace, a takze przez dobor
optymalnej metody lizy komoérek (TREVORS i
VAN ELSAS 1995).

EKSTRAKCJA RNA AKTYWNE] METABOLICZNIE FRAKCJI METAGENOMU

W poréwnaniu ze stosunkowo dobrze
opanowanymi metodami ekstrakcji DNA,
otrzymywanie RNA z populacji mikroorga-
nizmow wystepujacych w Srodowisku jest
stabiej opanowane. Niemniej jednak, analiza
RNA znajduje zastosowanie przy ocenie roz-
norodnosSci aktywnej metabolicznie frakcji
bakterii, co jest o tyle ulatwione, ze sekwen-
cje matrycowe sa naturalnie amplifikowane
dzieki temu, ze komorki zawieraja tysiace
rybosomow. Ekstrakcja RNA jest procesem
trudnym z uwagi na znaczna labilnos¢ i krot-
kotrwatos¢ w przypadku mRNA w warun-
kach glebowych (rRNA jest bardziej stabil-
ny), a takze wszechobecno$¢ rybonukleaz,
ktore podczas ekstrakcji DNA nie stanowia
problemu, natomiast w przypadku otrzymy-
wania RNA musza by¢ wyeliminowane. Dla-
tego tez procedury ekstrakcji RNA wymaga-
ja wiekszego rezimu laboratoryjnego. Jed-
ne metody wymagaja kwasnych warunkow
ekstrakcji w celu usuniecia biatek, lipidow
i DNA przez rozdzial fazowy stosujac fenol
i chloroform (LUDEMANN i wspotaut. 2000).
Inne metody wykorzystuja rozklad enzyma-
tyczny zanieczyszczei w celu otrzymania
czystych preparatOw RNA (GRIFFITHS i wspol-
aut. 2000). Pierwsze metody ekstrakcji RNA
z gleby byly malo efektywne z racji czestej
obecnosci DNA oraz zanieczyszczen pocho-
dzacych z gleby (np. kwasy humusowe, mi-
neraly ilaste). Rozwiazanie tego problemu
powstalo w momencie opracowania meto-
dy bezposredniej selektywnej ekstrakcji nie-
tknietych rybosomow z mikroorganizmow
wystepujacych w glebie (FELSKE i wspotaut.
1996). W tej metodzie probke gleby podda-

je si¢ homogenizacji w specjalnym buforze,
co prowadzi do mechanicznej lizy komorek
bakterii, a nastepnie otrzymuje si¢ frakcje
rybosomalna przez etapy wirowania, unika-
jac zanieczyszczenia kwasami humusowymi
oraz degradacji RNA. Stosujac reagenty (po-
liwinylopirolidon oraz albumine z osocza
wolu) blokujace adsorbujace powierzchnie
mineralow ilastych oraz eliminujace zwiaz-
ki humusopodobne, a nastepnie przeprowa-
dzajac ekstrakcje fenolowa, otrzymuje si¢
oczyszczony rRNA gotowy do dalszych analiz
molekularnych (hybrydyzacji oraz RT-PCR).
Wydajnos¢ tej procedury siega okoto 0,2 pg
rRNA z grama ro6znych gleb, i jest o wiele
wieksza niz w przypadku poczatkowych pro-
cedur opartych na bezposredniej fenolowe;j
ekstrakcji rRNA, ktore dawaly okoto 10 ng
rRNA. Metoda bezposredniej ekstrakcji rybo-
somOw z bakterii glebowych wymaga jednak-
ze stosowania szybkoobrotowych wirowek
oraz ultrawiréwek, ktore niekoniecznie s3 na
wyposazeniu kazdego laboratorium.
Alternatywna metoda opracowana przez
DUARTE i wspotaut. (1998) pozwala na szybka
i prosta posSrednia ekstrakcje rRNA, ktora do
etapOw oczyszczania surowego ekstraktu jest
wspolna z posrednia ekstrakcja DNA. Metoda
opiera si¢ na dzialaniu pirofosforanu sodu, roz
bijajacego wiazania miedzy komoérkami a agre-
gatami glebowymi, prowadzacego do otrzyma-
nia frakcji bakteryjnej, ktora nastepnie podda-
wana jest etapom lizy przy udziale rozbijania
peretkami szklanymi oraz ekstrakcji goracym
kwasnym fenolem. W rezultacie otrzymuje si¢
od 0,25 do 1 pg rRNA z grama gleby, co sta-
nowi od 2,5 do S-krotnie mniejsza iloS¢ niz
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réwnoczesnie ekstrahowanego DNA. Biorac
pod uwage przecietna zawartoS¢ rybosomow
w komorkach bakterii oraz liczebnoS¢ bakterii
w gramie gleby (np. glinie pylastej) wynoszaca
okolo 10° komorek, wydajnos¢ tej procedury
ekstrakcji tRNA wynosi od 10 do 30% (DUAR-
TE i wspotaut. 1998). Tej wielkoSci wydajnos¢
jest do zaakceptowania przy badaniu populacji
bakterii w glebie, jesli uwzgledni sie, jaka jest
efektywnosS¢ ekstrakcji komorek lub DNA oraz

zaktadajac bezproblemowy przebieg lizy i uzy-
sku kwasoéw nukleinowych. Porownawcze ba-
dania réznych metod stosowanych do ekstrak-
cji tfRNA i mRNA z gleby wykazaly, ze sktad
aktywnego metabolicznie zespolu mikroorga-
nizmoéw oraz udzial iloSciowy poszczegdlnych
cztonk6éw tego zespotu zasadniczo zalezy od
rodzaju wykorzystanej metody ekstrakcji glebo-
wego RNA (SESSITSCH i wspotaut. 2002).

UWAGI KONCOWE

Poznawanie metagenomOw rdznych Sro-
dowisk ladowych i morskich jest obecnie
powaznym wyzwaniem, przed jakim staja
mikrobiolodzy, nie tylko ze wzgledow po-
znawczych, ale takze z uwagi na zrozumienie
roli ekologicznej, jaka spelniaja zespoly mi-
kroorganizmow w biosferze oraz ze wzgledu
na olbrzymi i w znikomym stopniu poznany
potencjal do biotechnologicznego wykorzy-
stania. Skuteczne zmierzenie si¢ z tym wy-
zwaniem jest mozliwe pod warunkiem, ze
do dyspozycji badaczy sa wydajne metody
ekstrakcji kwasow nukleinowych oraz odpo-
wiednie techniki ich dalszej analizy. Idealna
sytuacja by bylo opracowanie uniwersalnej

metody izolacji DNA/RNA ze Srodowiska,
zwlaszcza z roznych gleb, ktora dawataby
duza iloS¢ czystego i malo pofragmentowa-
nego DNA, a w przypadku RNA, dodatkowo
jeszcze odpowiednio stabilnej poza komorka
makroczasteczki. Pojawiaja si¢ coraz to nowe
propozycje opracowywane w roznych labo-
ratoriach, ktore probuja pretendowac do tej
roli. Niestety, sa to tylko proby, gdyz zbyt
wiele jest roznych zmiennych oddzialujacych
na proces izolacji DNA/RNA w rO0znych gle-
bach, utworach geologicznych czy odpadach
przemystowych. W rezultacie, dla kazdego
biotopu czy siedliska nalezy dobiera¢ odpo-
wiednia metod¢ ekstrakcji DNA/RNA.

ISOLATION OF NUCLEIC ACIDS FROM THE ENVIRONMENT — THE FIRST STEP IN
METAGENOME ANALYSIS

Summary

Recently, increasing interest in ecology of micro-
organisms has been associated with the possibility of
direct analysis of microbial community structure due
to application of molecular methods based on isolated
metagenome DNA. The metagenome approach can
provide a cultivation-independent assessment of the
largely untapped genetic reservoir of soil or water mi-
crobial communities. However, the crucial step in this
approach is efficient extraction of high-quality total
DNA representing the metagenome of a habitat. The
DNA extraction methods for soil habitats are grouped
into two major types, i.e. indirect based on the recov-
ery of microbes (e.g. bacterial cells) and their subse-
quent lysis, and direct lysis of cells in the sample fol-
lowed by DNA purification. The direct extraction of
total DNA from an environmental sample presumably

better represents its bacterial or fungal metagenome;
hence, this approach has been used more often than
the fractionation methods. Although direct extraction
of DNA is less labour-intensive and yield more DNA,
the recovered DNA fragments are usually smaller than
those obtained by the indirect approach are. The frac-
tionation method is advantageous for soil samples con-
taining higher amounts of organic matter or other sub-
stances that interfere with DNA isolation. This method
is also applied for DNA extraction from water samples.
Microbial ecologists currently use different commer-
cially available kits for total DNA isolation from soil
or water. However, it would appear that the most ef-
ficient method of DNA extraction from environmental
samples is still far from being established.
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