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METODY OPARTE O AMPLIFIKACJE DNA TECHNIKA PCR
WYKORZYSTYWANE W OCENIE BIOROZNORODNOSCI
MIKROORGANIZMOW GLEBOWYCH

WSTEP

Bioré6znorodnos¢ mikrobiologiczna moze
by¢ zdefiniowana jako zespét réznych gatun-
kow bakterii w ekosystemie oraz jako zmien-
nos$¢ genetyczna poszczegbdlnych gatunkéw.
Przyjmuje sie, ze w 1 g gleby znajduje sie
10° mikroorganizméw (GALAZKA i wspoétaut.
2012). Z powodu tak duzej réznorodnosci
fenotypowej i genomowej drobnoustroje gle-
bowe sa jednymi z najtrudniejszych do opi-
sania i scharakteryzowania. Mikroorganizmy
maja bardzo duzy wplyw na funkcjonowanie
ekosystemow, w tym Srodowiska glebowego.
Odpowiadaja miedzy innymi za ciagly obieg
pierwiastkow odzywczych i rozklad kseno-
biotykow réznego pochodzenia (Lyszcz i GA-
EAZKA 2016). W ostatnich latach obserwuje
sie dynamiczny rozwéj metod molekularnych
stuzacych do analiz DNA i RNA. Coraz cze-
Sciej powszechnie stosowane techniki sa wy-
pierane przez nowe, umozliwiajagce tansze i
szybsze genotypowanie mikroorganizmow.
Testy oparte o amplifikacje kwasow nukle-
inowych (ang. nucleic acid amplification te-
sts, NAATs) staly sie bardzo pomocne w
identyfikowaniu mikroorganizmow. Zaliczamy
do nich techniki bazujace na reakcji PCR
(ang. polymerase chain reaction; tancucho-
wa reakcja polimerazy). Jest to reakcja ma-
jaca na celu amplifikacje (powielenie) spe-
cyficznego dla danego gatunku fragmentu
DNA in vitro (MULLIS i FALOONA 1987, KON-

DAK 2009). Techniki bazujace na amplifikacji
DNA oraz metody oparte na PCR w czasie
rzeczywistym, w tym metody umozliwiajace
potaczenie kilku reakcji w jedna (amplifika-
cja kilku sekwencji jednoczes$nie), sa wciaz
najpopularniejszymi technikami genotypo-
wania mikroorganizméw glebowych. Celem
tych badan jest jak najszybsza analiza sta-
nu okreslonego Srodowiska, podlegajacego
cigglym zmianom pod wplywem czynnikéw
biotycznych i abiotycznych. W badaniach
bioréznorodnosci Srodowiska glebowego na
szczegblna uwage zastuguja metody biologii
molekularnej, ktére pozwalaja na poznanie
procesow biologicznych na poziomie materia-
hu genetycznego. Metody molekularne maja
istotng przewage nad tradycyjnymi technika-
mi, gdyz nie sg uzaleznione od hodowli mi-
kroorganizméw na podlozach mikrobiologicz-
nych. Cecha ta znacznie przyspiesza procesy
badawcze. Ponadto, analiza materialu gene-
tycznego charakteryzuje sie duza czuloscia
i powtarzalnoscia (byszcz i GArAzKA 2016).
Nowe metody przesiewowe (skriningowe)
(ang. screening) pozwalaja na badanie duzej
liczby prob stosunkowo niskim kosztem. Po-
jawienie sie wielofunkcyjnych robotéw uzy-
wanych w izolacji, normalizacji DNA, przygo-
towaniach reakcji PCR itp., znacznie ulatwia
prace w laboratorium, skraca czas analizy,
a zarazem zmniejsza ryzyko zanieczyszczenia
probek. Dostepnosé metod molekularnych
jest obecnie bardzo szeroka i czesto wybor

*Prace przygotowano w ramach realizacji zadanie 1.4. Ocena i ksztaltowanie bioréznorodnosci srodowiska glebowego
oraz aktywnos$ci mikrobiologicznej gleb z uwzglednieniem réznych warunkoéw siedliskowych i systeméw gospodarowania.
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odpowiedniej techniki i dotarcie do podstaw
teoretycznych moze stanowi¢ jedna z pierw-
szych trudnoSci jej stosowania. Wyboér od-
powiedniej metody badawczej w typowaniu
genetycznym powinien by¢é uzalezniony od:
powtarzalnosci i odtwarzalnosci metody, sta-
bilnosci, potencjalu roznicujacego i zgodno-
§ci systemu typowania (KRAWCZYK 2007). Na
wybor metody genotypowania i zroznicowa-
nia genetycznego wplywaja takze inne czyn-
niki takie jak: wtasciwosci fizyko-chemiczne
i biologiczne proby badanej (gleby), wlasci-
wosci mikroorganizmu, z ktérego izolowany
jest material genetyczny, cel badania mole-
kularnego oraz szereg innych (Tabela 1). Ni-
niejsza publikacja jest proba uporzadkowa-
nia wiedzy na temat metod bazujacych na
amplifikacji PCR.

PODSTAWY TECHNIKI PCR

Przelomowym wydarzeniem w dziedzi-
nie biologii molekularnej bylo wynalezienie
w 1983 r. przez Kary’ego Mullisa tancucho-
wej reakcji polimerazy. Technika ta umozli-
wia kopiowanie okreslonych sekwencji geno-
mowego DNA. Dziesie¢ lat pozniej (1993 r.)
Mullis zostal uhonorowany Nagroda Nobla
za swoje odkrycie (MULLIS i FALOONA 1987,
SAIKI i wspotaut. 1988, STUDZINSKA i wspol-
aut. 2008, KonNDAK 2009). Podstawa meto-
dy PCR jest reakcja replikacji DNA in vitro
przy pomocy termostabilnej polimerazy DNA,
ktora moze przetrwaé przedtuzona inkubacje
w temperaturze 95°C. Poczatkowo uzywano
fragmentu Klenowa polimerazy I pochodzace;j
z Escherichia coli, jednak proces wymagat
ciagtego dodawania kolejnych porcji enzymu
w trakcie kazdego cyklu. Obecnie najczesciej
uzywanym enzymem jest polimeraza Taq
DNA, pochodzaca z bakterii Thermus aquati-

cus, zyjacej w goracych zrédlach wulkanicz-
nych. Ta zmiana nie tylko upraszcza proce-
dure, dzieki czemu stala sie ona mozliwa do
automatyzacji, ale takze znacznie poprawia
ogbdlna wydajnos¢ reakcji. Matryce stanowi
badany material genetyczny, a jedynym wa-
runkiem jest znajomos¢ sekwencji DNA na
obu koncach regionu, ktory ma by¢ pod-
dany amplifikacji (powieleniu; dosl. wzmoc-
nieniu) (SAIKI i wspétaut. 1988, HOLAND i
wspotaut. 1991, ROSSELLO-MORA i AMANN
2001, KonDAK 2009, BROwWN 2012).

Mieszanina reakcyjna w PCR sklada sie
ze wspomnianego enzymu, czyli termosta-
bilnej polimerazy, matrycowego DNA, ktory
zawiera powielana sekwencje, wolnych tri-
fosforané6w deoksyrybonukleotydow (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), dwoch starterow (ang.
forward, reverse primers), ktérych sekwencja
jest komplementarna do koncow sekwencji
ampifikowanego DNA oraz z buforu zapew-
niajacego odpowiednie pH reakcji i zawie-
rajacego m.in. jony Mg?* , ktore sa kofak-
torem dla polimerazy (FERREIRA i wspoélaut.
2004, STUDZINSKA i wspotaut. 2008, KONDAK
2009). Klasyczny proces powielania sekwen-
cji matrycowego DNA sklada sie z wielokrot-
nie (okolo 20-40 razy) powtarzajacych sie i
nastepujacych po sobie trzech etapéw, kto-
re przebiegaja w roéznych, Scisle kontrolo-
wanych temperaturach w aparacie zwanym
termocyklerem. Zamplifikowane produkty =z
kazdego poprzedniego cyklu shuza jako ma-
tryce do nastepnego cyklu amplifikacji, co
czyni te metode wysoce czula technika do
wykrywania specyficznych sekwencji kwasow
nukleinowych (SAIKI i wspotaut. 1988, FER-
REIRA i wspotaut. 2004, ZAGALSKA-NEUBAUER
i DUBIEC 2007, KONDAK 2009) (Ryc. 1):

— denaturacja - wysoka temperatura
okoto 94-95°C powoduje rozrywanie wiazan

Tabela 1. Czynniki wplywajace na wybor metody molekularnej (Krawczyk 2007, zmodyfikowana).

Czynniki wplywajace na wybér metody molekularnej

wlasciwosci proby np. gleby wlasciwosci

mikroorganizmu

lub cel badania:

zespolu mikroorganizmow:

wiasciwosci fizyko-chemiczne ilo§¢ w prébie badanej

wlasciwosci biologiczne odpornos¢ na lize

objetos¢ proby patogenicznosc

homologicznosé¢ DNA

obecnos¢ inhibitoréw reakcji w
probie

DNA/RNA
jednoniciowy/dwuniciowy

kontaminacje (np. proby RNA wolne od za-
nieczyszczen DNA)

Inne: pobodr probki i jej przechowywanie, unikanie dodatkowych czynnosci w metodyce tj.: dodatkowe wirowa-

nia, rozcienczenia, podgrzewania itp., odpowiednia objetos¢, stezenie DNA, czulosé¢ metody, wydajnos¢ procesu

amplifikacji, stabilno§¢ materiatu podczas przeprowadzania badania i przechowywania do pézniejszych analiz.
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wodorowych podwojnej helisy, co prowadzi
do otrzymania dwoch czasteczek jednonicio-
wych;

— przylaczanie starteréw, tzw. annealing
— obnizenie temperatury do okoto 54-60°C,
startery przylaczaja sie w odpowiednich po-
zycjach do komplementarnych sekwencji
matrycowego DNA. Temperatura ta zalezy od
sekwencji nukleotydowej starterow;

— elongacja, czyli wydluzanie lancucha
DNA - ponowne podniesienie temperatu-
ry do okoto 72°C (optimum dla polimerazy
Taq); nastepuje wydluzanie starteréw po-
przez katalityczne przylaczanie dNTP (wolne
trifosforany czterech deoksyrybonukleotydow)
i synteza nowej nici DNA na ograniczonym
starterami fragmencie (w kierunku 523’
(WRIGHT i WYNFORD-THOMAS 1990, HOLAND i
wspoélaut. 1991, FERREIRA i wspoélaut. 2004,
ZAGALSKA-NEUBAUER i DUBIEC 2007, STUDZIN-
SKA i1 wspotaut. 2008, KONDAK 2009, BROWN
2012).

Proces ten jest powtarzany cyklicznie, w
rezultacie liczba zamplifikowanych fragmen-
tow DNA rosnie w postepie wykladniczym 2»
(gdzie n to liczba powtorzen cyklu), dzieki
czemu mozliwe jest otrzymanie w krotkim
czasie wielu kopii analizowanego fragmentu
(Saikr i wspotaut. 1988, WRIGHT i WYNFORD-
-THOMAS 1990, FERREIRA i wspoélaut. 2004,
KAZUBEK i wspoétaut. 2010).

Metoda tancuchowej reakcji polimerazy
PCR jest wysoce czula i dokladna techni-
ka, ktora charakteryzuje sie powtarzalno-
Scia wynikow. Dodatkowo, do jej zalet nale-
zy szybkosé przeprowadzania analizy i fakt,
ze do jej przeprowadzenia wystarczajaca jest
niewielka ilo§¢ DNA. PCR jest bardzo waz-
na technika, ktora znalazla szerokie zasto-
sowanie w wielu dziedzinach takich jak np.
biologia molekularna, diagnostyka, krymina-
listyka, medycyna, badania filogenetyczne i
wiele innych. Réznorodnos¢ wysoce udanych
zastosowan technologii PCR i szybkos¢ =z
jaka PCR moze byc¢ przeprowadzane, nie po-
winno by¢ blednie interpretowane jako do-
wod, ze PCR jest latwym procesem. W rze-
czywistosci jest zupelnie odwrotnie. Pojedyn-
czy cykl reakcji PCR jest zlozonym procesem
wymagajacych doktadnego oddziatywania kil-
ku elementéw (OCHAMAN i wspotaut. 1988,
HOLAND i wspétaut. 1991, KAZUBEK i wspot-
aut. 2010, MARCINAK i RoBAK 2012). Obec-
nie istnieje wiele odmian omawianej klasycz-
nej techniki PCR, ktére sa wykorzystywane
do identyfikacji i réznicowania organizméw
(MARCINIAK i ROBAK 2012).

PCR MULTIPLEX

Techniki analizy DNA oparte na meto-
dzie PCR umozliwiaja wykrywanie mutacji w

I DENATURACJA

PRZYLACZANIE
STARTEROW

e
i
IlIlIJlllILlJlIlJIJllILIIIJ]lIIJIIIlﬂJIlIItIIIII

SYNTEZA DNA
PRZY UDZIALE
POLIMERAZY Tag

FaV oW W

&
A N
N A /1

<~
(T ik

POWIELONE
FRAGMNETY DNA

Immmmmmnmmmnvmmmmmnml
i —

e
Lk

Ryc. 1. Schemat klasycznej reakcji PCR (wg FER-
REIRA i wspétaut., 2004, zmodyfikowana).
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sekwencji DNA, dzieki czemu znalazly one
szerokie zastosowanie w badaniach chorob
dziedzicznych. Do najprostszych wariantow
metody PCR nalezy technika PCR multipleks.
Polega ona na amplifikacji kilku matryc (se-
kwencji) rézniacych sie wielkoscia, w jednej
reakcji PCR. Technika ta wymaga uzycia kil-
ku par starterow w jednej mieszaninie reak-
cyjnej i uzycia wiekszej ilosci polimerazy oraz
trifosforanéw deoksyrybonukleotydéw. Reak-
cja PCR multipleks jest bardzo czesto wyko-
rzystywana w diagnostyce molekularnej do
wykrywania delecji eksonéw w genach (DE
BUUN 1992). Ocene przydatnosci metody PCR
multipleks zastosowano miedzy innymi do
identyfikacji i réznicowania drobnoustrojow
z grupy Bacillus cereus. Identyfikacja i roz-
roznienie miedzygatunkowe jest utrudnione
ze wzgledu na duze podobienstwo w obrebie
calego genomu. Szczepy te wykazuja wyso-
ki stopien podobienstwa rDNA. Zastosowano
wiele metod do rozréznienia gatunkéw w ob-
rebie grupy B. cereus. Pomimo licznych ba-
dan identyfikacja w obrebie grupy B. cereus
stanowi wciaz spory problem. Metoda PCR
multipleks wydala sie ciekawa alternatywa
dla molekularnej identyfikacji grupy B. ce-
reus oraz poszczegolnych gatunkéw wcho-
dzacych w jej sklad. Przeprowadzone bada-
nia pokazaly, ze najwlasciwszym z poszuki-
wanych markerow byl fragment genu groEL,
pozwalajacy okreslié przynaleznos¢ szczepu
do grupy B. cereus. Ze starterami dla groEL
otrzymano produkt dla wszystkich badanych
szczepow, z wyjatkiem szczepéw nalezacych
do gatunku B. weihenstephanesis.

PCR-RFLP - POLIMORFIZM DLUGOSCI
FRAGMENTOW RESTRYKCYJNYCH

Metoda PCR-RFLP (ang. polymerase cha-

polymorphism; polimorfizm dlugosci frag-
mentoéw restrykcyjnych) polega na amplifi-
kowaniu wybranego fragmentu DNA, specy-
ficznego dla badanego organizmu. Kolejnym
krokiem jest trawienie enzymami restryk-
cyjnymi powielonego fragmentu DNA. En-
zymy dobierane sa w oparciu o znajomosc¢
sekwencji nukleotydowej kopiowanego frag-
mentu DNA. Fragmenty DNA powstale w
wyniku trawienia restrykcyjnego sa nastep-
nie rozdzielane -elektroforetycznie. Analiza
uzyskanych fragmentéow (wzorow restrykcyj-
nych) pozwala oceni¢ ich liczbe i wielkos¢, a
kolejnym krokiem jest poréwnanie tych frag-
mentow z wzorcami charakterystycznymi dla
danych gatunkéw mikroorganizméw (LU i
wspoétaut. 2010, PEREZ-DE-MORA i wspoétaut.
2011, MARCINIAK i ROBAK 2012).

Polimorfizm RFLP wyraza sie zanikiem
lub utworzeniem miejsca restrykcyjnego. W
czasteczkach genomowego DNA pewne miej-
sca restrykcyjne sa polimorficzne, co ozna-
cza, ze wystepuja w postaci dwoéch réznych
alleli. W przypadku, gdy miejsce restrykcyj-
ne jest obecne w analizowanym genie, to
allel posiada prawidlowa sekwencje miejsca
restrykcyjnego, zatem jest skutecznie ciety
podczas trawienia enzymem, co w obrazie
elektroforetycznym uwidacznia sie w postaci
dwoéch fragmentéw DNA. W przypadku bra-
ku miejsca rozpoznawanego przez endonu-
kleaze restrykcyjna, allel ma zmieniona se-
kwencje (miejsce restrykcyjne jest zniszczone
przez mutacje), co podczas elektroforezy ob-
jawia sie w postaci tylko jednego fragmentu
DNA (Ryc. 2) (LICZBANSKA i wspotaut. 2006,
BrROwWN 2012).

W ciggu ostatnich kilku lat technika
RFLP jest wykorzystywana do oceny rézno-
rodnosci i struktury zespoléw réznych mi-
kroorganizméw. Stwierdzono, ze metoda ta

in reaction - restriction fragments length jest bardzo przydatna, szczegolnie w potacze-
POLIMORFICZNE
MIEJSCE
RESTRYKCYJNE
*
Dodanie
_ endonukleazy _
DNA (allel 1) l ptemerp v J DNA (allel 2)
4 fragmenty 3 fragmenty

Ryc. 2. Polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) (wg BROWN 2012, zmodyfikowana).
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niu z hybrydyzacja DNA-DNA i elektroforeza,
w roznicowaniu Scisle zwigzanych szczepow,
do wyznaczenia zmiennosci wewnatrzgatun-
kowej (FAKRUDDIN i MANNAN 2013). Technika
RFLP moze stanowi¢ proste i skuteczne na-
rzedzie do identyfikacji szczepéw bakterii na
poziomie gatunku i ponizej (LIU i wspotaut.
1997; FAKRUDDIN i MANNAN 2013).

PoLy i wspotaut. (2001) wykorzystali me-
tode RFLP do oceny zréznicowania genetycz-
nego mikroorganizméw glebowych na pod-
stawie genow nifH. Poréwnanie gleby upraw-
nej z trwalymi uzytkami zielonymi udowod-
nilo wyrazne ich zréznicowanie pod wzgle-
dem genu nifH. Metoda RFLP z zastosowa-
niem trzech enzymoéw Haelll, Ndell i Mnll
okreslono czyste szczepy mikroorganizmow
wiazacych N,. Wykazano nieznaczne rozni-
ce miedzy profilami Azospirillum irakense i
Azoarcus tolulyticus oraz Rhizobium legumi-
nosarum i Mesorhizobium loti, spowodowane
obecnoscia niewielkich fragmentow (<40 bp).
Roéznice w profilach uwidocznily sie nie tylko
miedzy SciSle spokrewnionymi rodzajami jak
Rhizobium, Sinorhizobium i Mesorhizobium,
ale rowniez u gatunkow z tych samych ro-
dzajow, takich jak Azospirillum brasilense,
A. lipoferum i A. irakense.

Rybotypowanie to jedna =z mnajczesciej
uzywanych odmian techniki PCR-RFLP, obej-
mujaca szereg metod opartych na analizie
genow kodujacych rybosomalny RNA (rRNA),
zlokalizowanych w operonach rm. Analiza
rm zawiera amplifikacje: regionu zmienne-
go pomiedzy genami kodujacymi 16S i 23S
rRNA, regionu zmiennego wewnatrz genu
kodujacego 16S RNA, regionu zawierajacego
geny kodujace 16S i 23S rRNA (KRAWCZYK
2007).

Analiza genéw kodujacych rRNA pozwa-
la ustali¢ pokrewienistwo filogenetyczne po-
miedzy mikroorganizmami, poniewaz geny
kodujace rRNA wystepuja powszechnie u
wszystkich mikroorganizmoéw oraz zawieraja
domeny konserwowane i zmienne (ROSSEL-
LO-MORA i AMANN 2001, BAJ i MARKIEWICZ
2006, Krawczyk 2007). Miedzy sekwencjami
odpowiedzialnymi za kodowanie poszczegdl-
nych podjednostek rybosomalnych wyste-
puja regiony polimorficzne, ktore charakte-
ryzuja sie wysokim stopieniem zmiennosci
pomiedzy gatunkami, zaréwno pod wzgle-
dem ich dhlugosci, jak i sekwencji. Sa to
regiony ITS (ang. internal transcribed spa-
cer). Fakt, ze bakterie posiadaja wiele ko-
pii (alleli) rybosomalnego operonu w swoim
genomie, zwieksza prawdopodobienstwo, ze
region ITS bedzie zawieral znacznag liczbe
zmiennych sekwencji, nawet wsréd szcze-
pow tego samego gatunku. Te regiony ope-
ronow stanowia doskonaly cel molekularny
wykorzystywany w badaniach filogenetycz-

nych (Gurtler i STANISICH 1996, OSORIO i
wspotaut. 2005, Krawczyk 2007). W coraz
wiekszym stopniu technika ITS stosowa-
na jest do oceny bioréznorodnosci i anali-
zy genetyki populacyjnej mikroorganizmoéw
(BROWN i FUHRMAN 2005, STEWART i CAVA-
NAUGH 2007).

CHRIKI-ADEEB i CHRIKI (2015) poddali
badaniom cztery szczepy ryzobiow wyizo-
lowanych z brodawek korzeni tunezyjskich
roslin straczkowych Sulla, uprawianych na
glebach prawie pustynnych i suchych (mala
wilgotnos¢). Analizy mialy na celu oszaco-
wanie powigzan filogenetycznych tych szcze-
pow i ocene zastosowania regionu ITS jako
markera molekularnego. Badania polegaty
na sekwencjonowaniu genu 16S rRNA i re-
gionu ITS ze szczepdédw analizowanych oraz
poréownaniu ze szczepami referencyjnymi,
poprzez skonstruowanie filogramow opar-
tych na dwoch typach sekwencji. Wskazniki
ewolucyjne i rozbieznos¢ czasowa pomiedzy
roznymi gatunkami ryzobiéw oszacowano
stosujac wnioskowanie filogenetyczne Bay-
esa (wnioskowanie bayesowskie korzysta z
twierdzenia Bayesa; poszukiwane jest drze-
wo filogenetyczne o najwiekszym prawdopo-
dobienstwie a posteriori) (SPALIK i PIWCZYN-
SKI 2009). Zaréwno w przypadku analizy
sekwencji genu 16S rRNA i regionu ITS,
szczepy tunezyjskich ryzobiow umieszczano
w roznych grupach. Analiza Bayesa wyka-
zala, ze drzewa filogenetyczne byly spdjne i
wykazywaly wyrazny podzial pomiedzy ga-
tunkami Agrobacterium i Rhizobium. W ba-
daniach potwierdzono, ze region ITS jest
lepszym markerem molekularnym, shuza-
cym analizie systematycznej i filogenetycz-
nej klasyfikacji ryzobiow.

T-RFLP — POLIMORFIZM DLUGOSCI
TERMINALNYCH FRAGMENTOW
RESTRYKCYJNYCH

T-RFLP (ang. terminal restriction frag-
ment length polymorphism; polimorfizm diu-
gosci terminalnych fragmentéw restrykcyj-
nych) jest to technika, ktéra rozwiazuje nie-
ktore z ograniczen RFLP (TIEDJE i wspotaut.
1999, KIrRK i wspoétaut. 2004, KUMAR i JOSHI
2015). Jest ona rozszerzeniem analizy RFLP
i zapewnia szybka analize réznorodnosci mi-
krobiologicznej. Opiera sie na tej samej za-
sadzie co technika RFLP, z wyjatkiem tego,
ze jeden starter w reakcji PCR jest wyzna-
kowany barwnikiem fluorescencyjnym, takim
jak np. TET (4,7,2,7-tetrachloro-6-karbok-
sylofluoresceina) albo 6-FAM (fosforoamidyt
6-karboksylofluoresceina) (LU i wspoétaut.
1997, KIRK i wspoétaut. 2004, RASTOGI i SANI
2011, KUMAR i JosHI 2015). Amplifikowane
podczas reakcji PCR znakowane fragmen-
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Ryc. 3. Schemat techniki T-RFLP (wg CETECIOGLU i wspoétaut. 2012, zmodyfikowano).

ty sa nastepnie trawione przy uzyciu en-
zymoOw restrykcyjnych i rozdzielane droga
elektroforezy agarozowej, a kolejnym etapem
jest analizowanie z zastosowaniem automa-
tycznego analizatora sekwencji (Ryc. 3) (Liu
wspotaut. 1997, RASTOGI i SANI 2011, Fa-
KRUDDIN i MANNAN 2013, RINCON-FLOREZ i
wspoétaut. 2013).

Ograniczeniem metody T-RFLP jest eks-
trakcja DNA oraz dobér uniwersalnych star-
terow. Powszechnie dostepne startery nie sa
w stanie zamplifikowac¢ wszystkich sekwencji
eukariotycznych, prokariotycznych i arche-
onéw, gdyz sekwencje tych starteréw opie-
raja sie na istniejacych, zdeponowanych se-
kwencjach 16S rRNA i 18S rRNA mikroor-
ganizmow tworzacych kultury, a zatem nie
moga byc reprezentatywne dla zréznicowania
drobnoustrojéow w probkach srodowiskowych
(L i1 wspotaut. 1997, KUMAR i JOSHI 2015).

Mimo tych ograniczen, niektérzy badacze
sg zdania, ze po znormalizowaniu T-RFLP
moze by¢ uzytecznym narzedziem do ba-
dania bior6znorodnosci i uznawane jest za
doskonale narzedzie do poréwnania zalezno-
§ci miedzy roznymi probkami (LIU i wspol-
aut.1997, TIEDJE i wspotaut. 1999, DUNBAR
i wspotaut. 2000, OSBORN i wspoétaut. 2000,
KIRK i wspoélaut. 2004, FAKRUDDIN i MANNAN
2013).

Metoda T-RFLP zostala wykorzystana do
badania zmiennosci mikroorganizmoéw, ztozo-
nych spotecznosci bakteryjnych, wykrywania
populacji i ich monitorowania oraz w celu
zroznicowania grzybow mikoryzy arbusku-
larnej (AGM) w ryzosferze Viola calaminaria,

w glebie zanieczyszczonej metalami (MOESE-
NEDER i wspoétaut. 1999, TIEDJE i wspoélaut.
1999, TONIN i wspoétaut. 2001, FAKRUDDIN i
MANNAN 2013).

HILTON i wspoétaut. (2013) analizowali
przyczyne spadku plonu rzepaku uprawiane-
go w monokulturze, w poréwnaniu do plodo-
zmianu z pszenica. Za gléwna przyczyne ob-
nizenia plonow przyjeli wystepowanie drob-
noustrojow patogennych, ktore identyfiko-
wano przy uzyciu techniki T-RFLP. Badanie
to wykazalo, ze spadek plonu, spowodowany
byt przede wszystkim wzrostem liczebnosci
dwéch grzybow, ktore wykazaty 100% i 95%
identycznosci DNA z patogenami roslinnymi
Olpidium brassicae i Pyrenochaeta lycopersi-
ci. Analizy potwierdzily, ze istnieje znacznie
wiecej tych grzybow w rzepaku uprawianym
w monokulturze niz w plodozmianie.

FIERER i JACKSON (2006) zastosowali
technike T-RFLP, aby zrozumie¢ rozklad bio-
geograficzny bakterii glebowych oraz zbadacé
biotyczne i abiotyczne czynniki, ktére ksztal-
tuja sktad i réznorodnosc¢ spotecznosci bak-
teryjnych. Zebrali 98 probek gleby z Amery-
ki Polnocnej i Poludniowej, reprezentujacych
szeroki zakres temperatury, pH i innych wa-
runkéw geograficznych. Wykazano, ze réz-
norodnos¢ bakterii byla wyzsza w glebach
obojetnych, w stosunku do gleb kwasnych,
i nie bylo to zwigzane z takimi czynnikami
jak temperatura, szeroko$¢ geograficzna i
innymi zmiennymi, ktére zazwyczaj dzialaja
jako dobry wskaznik réznorodnosci zwierzat
i roslin.
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Badania TIEDJE i wspétaut. (1999) wyka-
zaly, ze T-RFLP charakteryzuje sie pie¢ razy
wiekszym sukcesem w wykrywaniu i Sle-
dzeniu konkretnych rybotypéw niz technika
DGGE (ang. Denaturing Gradient Gel Elec-
trophoresis; elektroforeza w gradiencie dena-
turujacym).

ARDRA - ANALIZA RESTRYKCYJNA
ZAMPLIFIKOWAII\Q]:()(IJ\II;‘Ix FRAGMENTOW

ARDRA (ang. amplified ribosomal DNA
restriction analysis) to analiza restrykcyjna
zamplifikowanych fragmentow rDNA. W za-
sadzie jest ona podobna do metod RFLP i
T-RFLP (FAKRUDDIN i MANNAN 2013). Jest to
technika genetycznego odcisku palca (ang.
fingerprinting) na bazie rybosomow, uzywa-
na do oceny zréznicowania drobnoustrojow
(FISHER i TRIPLETT 1999, KIRK i wspoétaut.
2004, KuUMmAR i JosHI 2015). Stala sie ona
powszechnie stosowana technika moleku-
larna majaca na celu analize populacji mi-
kroorganizmow w probkach srodowiskowych
(SLABBERT i wspo6l 2010). ARDRA jest takze
jedna z najczesciej stosowanych metod shu-
zacych do okreslania struktury i dynami-
ki mikroorganizméw (FERNANDEZ i wspétaut.
1999, GICH i wspélaut. 2000, ORAVECZ i
wspoélaut. 2004, PANDEY i wspélaut. 2009).

Metoda ta oparta jest na amplifikacji
technika PCR genow 16S rRNA z catkowi-
tego DNA pochodzacego z probek sSrodo-
wiskowych. W kolejnym kroku nastepuje

==

Produkty reakeji PCR

DNA pochodzacy
z probek srodowiskowych

trawienie otrzymanego fragmentu kilkoma
wybranymi endonukleazami restrykcyjny-
mi (VANEECHOUTTE i wspotaut. 1992, 1995;
INGIANNI i wspoétaut. 1997; JAMPACHAISRI i
wspotaut. 2005; PANDEY i wspoétaut. 2009;
RASTOGI i SANI 2011; CETECIOGLU i wspoétaut.
2012). Dodatkowym etapem, wystepujacym
przed trawieniem enzymami restrykcyjnymi,
jest klonowanie fragmentu DNA powstate-
go w wyniku amplifikacji (amplikonu) genu
16S rRNA, z zastosowaniem odpowiedniego
wektora (Ryc. 4). Zapobiega to wzajemne-
mu zanieczyszczeniu fragmentow genu 16S
rRNA pochodzacych z roznych drobnoustro-
jow. Nastepnie, powielone fragmenty poddaje
sie rozdzialowi elektroforetycznemu i klasyfi-
kuje wedlug wzoru trawienia restrykcyjnego.
Dzieki temu mozliwe jest zaobserwowanie
zroznicowania miedzy Scisle spokrewniony-
mi grupami mikroorganizméw (FRIEDRICH i
wspotaut. 2002, PANDEY i wspotaut. 2009).

Technika ARDRA, w potaczeniu z auto-
matycznym sekwencjonowaniem DNA i me-
todami statystycznymi/programami kompu-
terowymi, moze by¢ bardzo przydatna w oce-
nie dynamiki struktury spotecznosci drobno-
ustrojow, np. podczas bioremediacji in situ.
W badaniach gleb zanieczyszczonych weglo-
wodorami aromatycznymi znacznie zwieksza
sie aktywnos¢ i liczebnosé drobnoustrojow
glebowych zdolnych do rozkladu sktadnikow
zanieczyszczenia (GALAZKA i wspotaut. 2012,
GALAZKA i GALAZKA 2015).

Technike ARDRA wuznaje sie za poten-
cjalnie najdokladniejsza sposrod wszystkich

e
e

Klonowanie produktow
reakeji PCR

Analiza trawienia restrykeyjnego sklonowanych

Profile elektroforetyczne
ARDRA mikroroganizmoéw

amplikonow genu 16S rRNA

Ryc. 4. Schemat techniki ARDRA (wg PANDEY i wspoétaut. 2009).
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metod odciskow palcow. W niektorych bada-
niach poréwnawczych zbadano dziatanie réz-
nych metod odciskéw palcow, ktore wyka-
zaly, ze ARDRA jest skuteczniejsza technika
niz RAPD (ang. randomly amplified polymor-
phic DNA; polimorfizm przypadkowo amplifi-
kowanego DNA) i AFLP (ang. amplified frag-
ment length polymorphism; polimorfizm dtu-
gosci amplifikowanych fragmentéw) (JAWAD
i wspotaut. 1998, DHERBECOURT i wspoétaut.
2006, PANDEY i wspétaut. 2009).

Technika ARDRA charakteryzujaca sie
szerokim zakresem zastosowan, zostata uzyta
do identyfikacji réznych gatunkow bakte-
rii (HALL i wspotaut. 1999, DELGADO i MAYO
2004, PANDEY i wspétaut. 2009), do scharak-
teryzowania znaczacych mikroorganizméw z
roznych nisz ekologicznych (PICARD i wspo6l-
aut. 2000, PANDEY i wspélaut. 2009), anali-
zy struktury spotecznosci bakteryjnych po-
chodzacych ze sSrodowisk naturalnych i za-
burzonych (OVREAS i TORSVIK 1998, SETTE i
wspotaut. 2007, PANDEY i wspotaut. 2009).
PAUL i wspétaut. (2006) zastosowali technike
ARDRA do scharakteryzowania ogolnej struk-
tury drobnoustrojow w zanieczyszczonej pe-
stycydami uprawnej glebie rolniczej. Analiza
restrykcyjna zamplifikowanych fragmentow
rDNA pokazata zmiany w strukturze mikro-
organizméw w procesie bioremediacji. Dodat-
kowo, sekwencjonowanie reprezentatywnych
szczepow wykazalo, ze struktura spotecznosci
gleby skazonej pestycydami byla utworzona
glownie przez Proteobacteria i Actinobacteria.
SMIT i wspélaut. (1997) zastosowali technike
ARDRA do oceny wplywu zanieczyszczenia
miedzia na drobnoustroje w glebie. Wyrazne
roznice w strukturze spolecznej i mniejsza
roznorodnos¢ mikrobiologiczng uzyskano w
glebie zanieczyszczonej miedzia, w poréwna-
niu z gleba kontrolna, bez zanieczyszczen.

SEKWENCJE REPETYTYWNE

Genomy organizmow prokariotycznych i
eukariotycznych moga zawiera¢ powtarzal-

ne sekwencje (Tabela 2), ktére oddzielaja
dtuzsze sekwencje pojedynczych kopii DNA
(VERsALOvVIC i Lupski 1998, HAUBOLD i WIE-
HE 2006). Na poczatku ,ery genomiki”, czyli
okoto 1990 r. stwierdzono, ze w genomach
bakterii mozna znalezé niespodziewanie
duza liczbe sekwencji powtarzalnych, ktore
moga stanowi¢ nawet wiecej niz 10% calego
genomu, co w konsekwencji wywotato lawine
badan dotyczacych znaczenia funkcjonalnego
i ewolucyjnego tych elementéw (HAUBOLD i
WIEHE 2006).

Istnieje szereg wyraznych powodéw teore-
tycznych i dobrze udokumentowanych przy-
ktadow, ktore pokazuja, ze powtarzalne se-
kwencje DNA pelnia wiele waznych funkcji w
genomie. Elementy te wplywaja na ekspresje
unikatowych sekwencji kodujacych oraz na
dodatkowe funkcje niezbedne do replikacji
genomu i dokladnego przekazania do komo-
rek potomnych. Powtarzajace sie elementy
DNA maja takze fundamentalne znaczenie w
oddziatywaniach molekularnych tworzacych
kompleksy nukleoproteinowe (SHAPIRO i VON
STERNBERG 2005). W badaniach oceniono,
ze powtorzone sekwencje moga mie¢ wplyw
na plastycznos¢ genomu i doprowadzac¢ do
zmian struktury DNA z powodu rekombina-
cji wewnatrzgenowej (HAUBOLD i WIEHE 2006,
TREANGEN i wspoétaut. 2009, DZIEWIT i BAR-
TOSIK 2011). Dodatkowo, naukowcy wnio-
skuja, ze powtorzone sekwencje moga miec
pozytywny wplyw na zdolnosci adaptacyjne
bakterii (HAUBOLD i WIEHE 2006).

Wykorzystujac nowoczesne metody i na-
rzedzia wspoélczesnej bioinformatyki stwier-
dzono, ze genomy mikroorganizméw moga
zawiera¢c nawet 40% sekwencji powtorzo-
nych. Przykladowo, w genomie Orientia tsut-
sugamushi str. lkeda jest az 42,2% sekwen-
cji powtorzonych (1000 kopii sekwencji o
wielkosci 770 bp). Wystepuja takze gatun-
ki bakterii z malg liczba sekwencji powto-
rzonych w genomie, do ktorych naleza np.
Buchnera aphidicola Sg i Candidatus Bloch-
mannia floridanus (TREANGEN 1 wspotaut.

Tabela 2. Sekwencje repetetywne wystepujace w genomach mikroorganizméw prokariotycznych.

Sekwencja . . Organizm w ktérym pierwotnie zidentyfi- .

repetetywna Wielkos¢ kowano sekwencje Literatura

REP ~35 pz Enterobacteriaceae STERN i wspoétaut. 1984

ERIC ~127 pz Enterobacteriaceae HULTON i wspoétaut. 1991

BOX ~67-637 pz Streptococus pneumoniae MARTIN i wspoétaut. 1992
YAPL/RU-2  ~168 pz Yersinia sp. DE GREGORIO i wspétaut. 2006
Correia ~157 pz Neisseria sp. CORREIA i wspétaut. 1988
MaeMITE ~150-435 pz Microcystis aeruginosa KANEKO i wspoétaut. 2007
Chunjie ~178-235 pz Geobacter uraniireducens Rf4 CHEN i wspotaut. 2008
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2009, DzIEWIT i BARTOSIK 2011). Perspek-
tywa dalszych badan powtarzalnego DNA
prowadzi do nowych sposobéw myslenia o
organizacji genomoéw komoérkowych i zapew-
nia szereg nowych mozliwosci reorganizacji
genomu z udzialem powtérzonych elemen-
tow. Idee te moga ulatwi¢ interpretacje po-
rownawcza zsekwencjonowanych genomow,
w ktorych wystepuja elementy powtarzalne
DNA (SHAPIRO i VON STERNBERG 2005).

Powtarzajacymi sie elementami w DNA
prokariotycznym sa sekwencje REP (ang. re-
petitive extragenic palindromic; pozagenowe
powtorzone elementy palindromowe). Termin
,Ssekwencje REP” obejmuje stale powtarzaja-
ce sie sekwencje palindromiczne o dlugosci
miedzy 21 a 65 par zasad, ktére znajduja
sie w zewnatrzgenowych przestrzeniach ge-
noméw bakteryjnych (TOBES i PAREJA 2006).
Elementy REP zostaly po raz pierwszy opi-
sane w Escherichia coli, jako sekwencje o
dhugosci okoto 35 pz, skladajace sie z wyso-
ce konserwowanego odwroconego powtorze-
nia, ktore potencjalnie tworzy strukture pnia
z petla (ARANDA-OLMEDO i wspétaut. 2002).
Sekwencje REP moga wystepowac¢ jako po-
jedyncze jednostki, w wielu sasiednich ko-
piach lub jako czesci innych typow klastrow,
a wiec BIMEs (ang. bacterial interspersed
mosaic elements) (STERN i wspotaut. 1984,
ARANDA-OLMEDO i wspotaut. 2002). Sekwen-
cje REP obecne u E. coli i S. typhimurium
wystepuja w okolo 500 kopiach (HULTON i
wspotaut. 1991).

Funkcja elementéw REP nie jest calko-
wicie okreslona. Niektoérzy badacze przypusz-
czaja, ze biora one udzial w hamowaniu
transkrypcji, a inni, ze nie sa specyficznymi
terminatorami. Sugeruje sie, ze pelnig role
stabilizatorow mRNA oraz, ze sa zaangazo-
wane w regulacje ekspresji genéw. Sekwen-
cje REP sa miejscem wigzania polimerazy
DNA I, gyrazy DNA i czynnika IHF (ang.
integration host factor) (ESPELI i wspoétaut.
2001, ARANDA-OLMEDO i wspotaut. 2002,
TOBES i PAREJA 2000).

Badania DE BRUN (1992) wykazaly, ze
sekwencje (elementy) REP sa obecne w ge-
nomach Gram-ujemnych bakterii glebowych,
takich jak Rhizobium i Agrobacterium, jak
rowniez bakterii z rodzaju Pseudomonas. W
technice REP-PCR w wyniku amplifikacji
powtarzajacych sie elementow DNA otrzy-
mujemy wzory specyficznych prazkow, tzw.
HJAngerprinting”, co pozwala na réznicowanie
szczepow bakteryjnych (OLIVE i BEAN 1999).
Elementy REP moga stac sie poteznym na-
rzedziem w analizie molekularno-genetycznej
bakterii i w taksonomii, gdyz pozwalaja na
otrzymanie ,odciskéw palcow” poszczegol-
nych rodzajéw, gatunkow i szczepow i moga

przyczynic¢ sie do okreslenia powiazan filoge-
netycznych (DE BRUJIN 1992).

Wiekszymi powtarzajacymi sie elementa-
mi, ktore wystepuja gléwnie w niekoduja-
cych regionach w genomie mikroorganizmoéow
prokariotycznych sa sekwencje ERIC (ang.
enterobacterial repetitive intragenic consen-
sus; miedzygenowe konsensusowe sekwen-
cje powtorzone enterobakterii) (VERSALOVIC
i Lupski, 1998, HULTON i wspoétaut. 1991).
Sekwencje ERIC zostaly po raz pierwszy
znalezione u E. coli Salmonella typhimu-
rium (obecnie Salmonella enterica serowar
typhimurium), a takze u innych gatunkow
z rodziny Enterobacteriaceae, jak i Vibrio
cholerae (HULTON i wspétaut. 1991, WILSON
i SHARP 20006). Elementy ERIC sa niedosko-
nalymi palindromami o dlugosci okoto 130
par zasad (WILSON i SHARP 2006). W wyni-
ku delecji wewnetrznych powstaja rowniez
krotsze sekwencje, a ze wzgledu na insercje
Swstawek” o diugosci okolo 70 pz, zostaly
opisane sekwencje dluzsze (WILSON i SHARP
20006). Liczba kopii sekwencji ERIC waha sie
pomiedzy gatunkami. Szacuje sie, ze w ge-
nomie E. coli K-12 wystepuje okoto 30 kopii
sekwencji ERIC, w S. enerica typhimurium
LT2 jest ich 150, natomiast sekwencja ge-
nomowa Photorhabdus luminescens zawiera
ponad 700 kopii (HULTON i wspétaut. 1991,
WILSON i SHARP 2006). Sekwencje ERIC
moga wykazywac wiekszy potencjal w bada-
niach dotyczacych ewolucji bakterii, ponie-
waz sa dluzsze i wystepuja w duzej liczbie
gatunkow, a tym samym niosa wiecej in-
formacji do analiz poréwnawczych (WILSON
i SHARP 2000). Lancuchowa reakcja poli-
merazy (PCR) z zastosowaniem odpowiednio
zaprojektowanych starterow, komplementar-
nych do sekwencji ERIC, ktore stuza ampli-
fikacji genomowego DNA potozonego pomie-
dzy sekwencjami powtarzajacymi sie, wska-
zuje, ze sekwencje ERIC moga byc¢ obecne
w calym krolestwie bakterii. Jest to takze
technika stosowana do analizy bardzo szero-
kiego zakresu gatunkéw bakteryjnych (HUL-
TON i wspétaut. 1991, WILSON i SHARP 2006,
ZULKIFLI i wspoétaut. 2009).

JARABO-LORENZO i wspétaut. (2003) anali-
zowali roznorodnos¢ genetyczna 45 izolatow
Bradrhyzobium, ktore wywoluja powstawa-
nie brodawek u kilku gatunkéw Lupinus i
Ornithopus w roéznych lokalizacjach geogra-
ficznych. Analize przeprowadzono z uzyciem
techniki ERIC-PCR, a takze 16S rDNA PCR-
-RFLP - analiza sekwencji miedzygenowe-
go regionu 16S-23S rDNA (IGS) PCR-RFLP.
Analiza 16S rRNA zr6znicowala 9 genotypow
sposréd izolatow pochodzacych z tubinu,
grupa 14 izolatow przedstawiala identyczny
lub bardzo podobny genotyp restrykcyjny
jak szczep referencyjny Bradryhizobium ja-
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ponicum, podczas gdy dwie kolejne, glowne
grupy izolatow (69%) przedstawiaja genoty-
py wyraznie rozniace sie od referencyjnych
szczepow wystepujacych na soi. Technika
16S-23S IGS PCR-RFLP wykazata wysoki
poziom zroznicowania, gdyz sposrod 30 izo-
latow wyodrebniono 19 genotypéw. Metoda
ERIC-PCR postuzylta do wykrycia ogrom-
nego zroznicowania, gdyz wskazuje ona na
inne wzory genotypowe dla prawie wszyst-
kich (z wyjatkiem dwéch) izolatow. Analize
w oparciu o sekwencje ERIC do réznicowa-
nia szczepow ryzobiowych stosowali takze w
swoich badaniach DE BRUJIN (1992), JUDD
i wspotaut. (1993) i NIEMANN i wspoétaut.
(1999).

Poza sekwencjami REP i ERIC, w geno-
mie bakterii wystepuja réwniez powtarzalne
sekwencje BOX. Sekwencje BOX stanowig
pierwszy opisany element powtarzalny wyste-
pujacy w genomie bakterii Gram-dodatnich.
Sekwencja BOX zostala wykorzystana do
roznicowania szczepow Streptococcus pneu-
moniae (MARTIN i wspoétaut. 1992, KOEUTH i
wspotaut. 1995, VERSALOVIC i LuUPSKI 1998,
OLIVE i BEAN 1999). Elementy BOX znajduja
sie w regionach miedzygenowych. Sekwencje
te moga tworzy¢ strukture pnia-petli, po-
niewaz posiadaja podwojng symetrie (OLIVE
i BEAN 1999). Elementy BOX skladaja sie
z roznych kombinacji trzech podjednostek:
boxA (59 pz), boxB (45 pz) i boxC (50 pz)
(Ryc. 5) (MARTIN i wspotaut. 1992, VERSALO-
VIC i LUPSKI 1998).

Startery projektuje sie w oparciu o se-
kwencje konsensusowe DNA podjednostek
boxA, boxB i boxC. Badania laczace hybry-
dyzacje DNA i reakcje PCR wskazuja, ze se-
kwencje oligonukleotydowe w podjednostce
boxA wydaja sie konserwatywne wsréd roz-
nych gatunkéw bakterii (KOEUTH i wspétaut.
1995, VERSALOVIC i LUPSKI 1998).

Celem pracy CORNEA i wspélaut. (2011)
bylo zbadanie wplywu niektérych czynni-
kow na lokalnie wystepujace ryzobia w gle-
bie uprawianej w roznych systemach. Oce-
niano réznorodnos$¢ genetyczna szczepow
Rhizobium wyizolowanych bezposrednio 2z
gleby (tzw. wolnozyjace ryzobia) lub z bro-
dawek korzeniowych. Gleba byla pobrana z
ryzosfery trzech zielnych wieloletnich roslin

boxA boxB boxC

5
59 pz I 45 pz 50 pz

Ryc. 5. Model struktury powtarzajacych sie ele-
mentow BOX (KOEUTH i wspétaut. 1995, zmody-
fikowano).

straczkowych Trifolium repens, T. pratense i
Lotus corniculatus. Badanie prowadzono na
polach doswiadczalnych znajdujacych w Mo-
ara Domneasca i w Brasov (Rumunia). Cha-
rakterystyczna czerwono-brazowa gleba byla
analizowana pod wzgledem zawartosci azotu
i wegla organicznego oraz pH. Charaktery-
styke i réznorodnosé¢ bakterii z rodzaju Rhi-
zobium przeprowadzono przy uzyciu technik
BOX-PCR, ERIC-PCR i DGGE, opierajacych
sie na zasadzie ,fingerprinting” DNA. Wyka-
zano, ze roznorodnosc¢ bakterii byta znaczaco
nizsza w glebie ze zwiekszonym nawozeniem
azotowym. Niskie zréznicowanie wewnatrz-
gatunkowe zaobserwowano u szczepow Wwy-
izolowanych z tego samego gatunku rosliny
(Trifolium spp.), niezaleznie od jej pochodze-
nia (Moara Domneasca lub Brasov). Wyraz-
ne roznice pojawily sie w zwiazku z pocho-
dzeniem brodawek korzeniowych (czerwona
lub biata koniczyna).

RAPD - POLIMORFIZM PRZYPADKOWO
AMPLIFIKOWANEGO DNA

RAPD (ang. randomly amplified polymor-
phic DNA; polimorfizm przypadkowo amplifi-
kowanego DNA) to metoda po raz pierwszy
opisana w 1990 r. przez WILLIAMSA i wspol-
aut. oraz WELSHA i MCCLELLANDA. Jej pod-
stawa jest reakcja PCR 2z wykorzystaniem
starterow o przypadkowo dobranej sekwen-
cji. Startery sa kroétkie, maja okolo 9-10
par zasad, hybrydyzuja w réznych miejscach
genomowego DNA, generujac produkty PCR
o roznych dlugosciach, ktére nastepnie roz-
dziela sie w zelu agarozowym lub akryla-
midowym, w zaleznosSci od zlozonosci gene-
tycznej spotecznosci mikrobiologicznej (OLI-
VE i BEAN 1999, RANJARD i wspotaut. 2000,
RasTOGI i SANI 2011). Proces przytaczania
starteréw prowadzi sie¢ w stosunkowo niskiej
temperaturze, dzieki czemu hybrydyzuja w
wielu miejscach badanego genomu, jedno-
czeSnie prowadzac do amplifikacji kilku lub
kilkudziesieciu réznych fragmentow (OLIVE i
BEAN 1999). Jesli dwa startery RAPD przyla-
czaja sie we wlasciwej orientacji w odleglosci
kilku tysiecy par zasad od siebie, to pro-
dukt reakcji PCR bedzie mial dlugosé¢ od-
powiadajaca odleglosci pomiedzy starterami.
Liczba i rozmieszczenie tych przypadkowych
miejsc wiazania si¢ starteréw jest réozna dla
roznych gatunkéw bakterii. W ten sposoéb,
po oddzieleniu produktéw amplifikacji dro-
ga elektroforezy otrzymujemy wzor prazkow,
ktory teoretycznie jest charakterystyczny dla
poszczegbdlnych szczepow bakteryjnych (OLI-
VE i BEAN 1999, WELSH i MCCLELLAND 1990,
WILLIAMS i wspélaut. 1990, RINCON-FLOREZ i
wspoétaut. 2013).
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Amplifikacja losowych fragmentow DNA
ze starterami o arbitralnej sekwencji nukle-
otydowej wykorzystana jest jako potezne na-
rzedzie do badan obejmujacych molekular-
na zmienno§é genetyczna mikroorganizmow
(DEVI i wspotaut. 2014). Markery RAPD
znalazly szereg zastosowan w mapowaniu
genow, genetyce populacyjnej, ewolucji mo-
lekularnej, genetyce i hodowli roslin, zwie-
rzat i mikroorganizméw. Wynika to przede
wszystkim z szybkosci wykonywania analizy,
niskich kosztéw i wysokiej wydajnosci. Tech-
nika ta pozwala na wytworzenie duzej liczby
markeréow w krotkim czasie, w porownaniu
z poprzednimi sposobami. Dlatego metode
RAPD mozna przeprowadzi¢ w prawie kaz-
dym laboratorium (RINCON-FLOREZ i wspol-
aut. 2013, DEVI i wspotaut. 2014).

Technike RAPD 2z losowo wybranymi
starterami zastosowano w celu oceny zmian
roznorodnosci drobnoustrojow w probkach
gleby, ktore byly traktowane pestycyda-
mi triazolonowymi i nawozami chemicznymi
(wodoroweglan amonu). Analiza wykazala, ze
gleby traktowane pestycydami charakteryzu-
ja sie prawie identycznym poziomem zroz-
nicowania DNA jak probka gleby kontrolnej
(czyli bez zanieczyszczen). W przeciwienstwie
do tego, nawozy chemiczne spowodowaly
spadek réznorodnosé DNA w poréwnaniu do
kontroli (RASTOGI i SANI 2011).

Streszczenie

Mikroorganizmy glebowe, pod wzgledem cech geno-
mowych i fenotypowych, stanowia wysoce zréznicowana
grupe organizmow zywych. Z powodu tak duzej rézno-
rodnosci wazne jest dobranie odpowiednich metod, da-
jacych najwiekszy stopien réznicowania mikroorgani-
zmow. Narzedziami umozliwiajacym analize zmiennosSci
genetycznej mikroorganizméw sa techniki genetyczne, a
wsréd nich jedna z najwazniejszych jest tancuchowa re-
akcja polimerazy, czyli PCR (Polymerase Chain Reaction),
technika opracowana w latach 1980. Niniejsza praca
stanowi przeglad podstawowych zagadnienn dotyczacych
badania zmiennosci genetycznej mikroorganizméw glebo-
wych w oparciu o markery molekularne z wykorzysta-
niem technik bazujacych na reakcji PCR tj. PCR-RFLP,
TRFLP, ARDRA, RAPD.
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METHODS BASED ON DNA PCR-AMPLIFICATION FOR EVALUATION OF THE SOIL MICROBIAL DIVERSITY

Summary

Soil microorganisms represent a highly diverse group of living organisms in terms of genomic and phenotypic
characteristics. Due to such a large diversity, it is important to select appropriate identification methods which
would secure its most complete determination. Genetic techniques are proper tools of choice for analyzing genetic
variability of microorganism, the most important of which is the polymerase chain reaction (PCR), developed in the
1980s. This work presents an overview of the basic issues concerning studies on genetic variability of soil microor-
ganisms with help of molecular markers and application of PCR techniques such as PCR-RFLP, TRFLP, ARDRA,
RAPD.

Key words: soil microorganism, genetic diversity, molecular markers, PCR based methods, ARDRA, PCR-RFLP, RAPD, REP-PCR,
TRFLP



