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dak 2009). Techniki bazujące na amplifikacji 
DNA oraz metody oparte na PCR w czasie 
rzeczywistym, w tym metody umożliwiające 
połączenie kilku reakcji w jedną (amplifika-
cja kilku sekwencji jednocześnie), są wciąż 
najpopularniejszymi technikami genotypo-
wania mikroorganizmów glebowych. Celem 
tych badań jest jak najszybsza analiza sta-
nu określonego środowiska, podlegającego 
ciągłym zmianom pod wpływem czynników 
biotycznych i abiotycznych. W badaniach 
bioróżnorodności środowiska glebowego na 
szczególną uwagę zasługują metody biologii 
molekularnej, które pozwalają na poznanie 
procesów biologicznych na poziomie materia-
łu genetycznego. Metody molekularne mają 
istotną przewagę nad tradycyjnymi technika-
mi, gdyż nie są uzależnione od hodowli mi-
kroorganizmów na podłożach mikrobiologicz-
nych. Cecha ta znacznie przyspiesza procesy 
badawcze. Ponadto, analiza materiału gene-
tycznego charakteryzuje się dużą czułością 
i powtarzalnością (Łyszcz i GaŁązka 2016). 
Nowe metody przesiewowe (skriningowe) 
(ang. screening) pozwalają na badanie dużej 
liczby prób stosunkowo niskim kosztem. Po-
jawienie się wielofunkcyjnych robotów uży-
wanych w izolacji, normalizacji DNA, przygo-
towaniach reakcji PCR itp., znacznie ułatwia 
pracę w laboratorium, skraca czas analizy, 
a zarazem zmniejsza ryzyko zanieczyszczenia 
próbek. Dostępność metod molekularnych 
jest obecnie bardzo szeroka i często wybór 

WSTĘP

Bioróżnorodność mikrobiologiczna może 
być zdefiniowana jako zespół różnych gatun-
ków bakterii w ekosystemie oraz jako zmien-
ność genetyczna poszczególnych gatunków. 
Przyjmuje się, że w 1 g gleby znajduje się 
109 mikroorganizmów (GaŁązka i współaut. 
2012). Z powodu tak dużej różnorodności 
fenotypowej i genomowej drobnoustroje gle-
bowe są jednymi z najtrudniejszych do opi-
sania i scharakteryzowania. Mikroorganizmy 
mają bardzo duży wpływ na funkcjonowanie 
ekosystemów, w tym środowiska glebowego. 
Odpowiadają między innymi za ciągły obieg 
pierwiastków odżywczych i rozkład kseno-
biotyków różnego pochodzenia (Łyszcz i Ga-
Łązka 2016). W ostatnich latach obserwuje 
się dynamiczny rozwój metod molekularnych 
służących do analiz DNA i RNA. Coraz czę-
ściej powszechnie stosowane techniki są wy-
pierane przez nowe, umożliwiające tańsze i 
szybsze genotypowanie mikroorganizmów. 
Testy oparte o amplifikację kwasów nukle-
inowych (ang. nucleic acid amplification te-
sts, NAATs) stały się bardzo pomocne w 
identyfikowaniu mikroorganizmów. Zaliczamy 
do nich techniki bazujące na reakcji PCR 
(ang. polymerase chain reaction; łańcucho-
wa reakcja polimerazy). Jest to reakcja ma-
jąca na celu amplifikację (powielenie) spe-
cyficznego dla danego gatunku fragmentu 
DNA in vitro (Mullis i Faloona 1987, kon-
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cus, żyjącej w gorących źródłach wulkanicz-
nych. Ta zmiana nie tylko upraszcza proce-
durę, dzięki czemu stała się ona możliwa do 
automatyzacji, ale także znacznie poprawia 
ogólną wydajność reakcji. Matrycę stanowi 
badany materiał genetyczny, a jedynym wa-
runkiem jest znajomość sekwencji DNA na 
obu końcach regionu, który ma być pod-
dany amplifikacji (powieleniu; dosł. wzmoc-
nieniu) (saiki i współaut. 1988, Holand i 
współaut. 1991, rossello-Mora i amann 
2001, kondak 2009, Brown 2012). 

Mieszanina reakcyjna w PCR składa się 
ze wspomnianego enzymu, czyli termosta-
bilnej polimerazy, matrycowego DNA, który 
zawiera powielaną sekwencję, wolnych tri-
fosforanów deoksyrybonukleotydów (dATP, 
dGTP, dCTP, dTTP), dwóch starterów (ang. 
forward, reverse primers), których sekwencja 
jest komplementarna do końców sekwencji 
ampifikowanego DNA oraz z buforu zapew-
niającego odpowiednie pH reakcji i zawie-
rającego m.in. jony Mg2+ , które są kofak-
torem dla polimerazy (Ferreira i współaut. 
2004, studzińska i współaut. 2008, kondak 
2009). Klasyczny proces powielania sekwen-
cji matrycowego DNA składa się z wielokrot-
nie (około 20–40 razy) powtarzających się i 
następujących po sobie trzech etapów, któ-
re przebiegają w różnych, ściśle kontrolo-
wanych temperaturach w aparacie zwanym 
termocyklerem. Zamplifikowane produkty z 
każdego poprzedniego cyklu służą jako ma-
tryce do następnego cyklu amplifikacji, co 
czyni tę metodę wysoce czułą techniką do 
wykrywania specyficznych sekwencji kwasów 
nukleinowych (saiki i współaut. 1988, Fer-
reira i współaut. 2004, zaGalska-neuBauer 
i duBiec 2007, kondak 2009) (Ryc. 1): 

– denaturacja – wysoka temperatura 
około 94-95°C powoduje rozrywanie wiązań 

odpowiedniej techniki i dotarcie do podstaw 
teoretycznych może stanowić jedną z pierw-
szych trudności jej stosowania. Wybór od-
powiedniej metody badawczej w typowaniu 
genetycznym powinien być uzależniony od: 
powtarzalności i odtwarzalności metody, sta-
bilności, potencjału różnicującego i zgodno-
ści systemu typowania (krawczyk 2007). Na 
wybór metody genotypowania i zróżnicowa-
nia genetycznego wpływają także inne czyn-
niki takie jak: właściwości fizyko-chemiczne 
i biologiczne próby badanej (gleby), właści-
wości mikroorganizmu, z którego izolowany 
jest materiał genetyczny, cel badania mole-
kularnego oraz szereg innych (Tabela 1). Ni-
niejsza publikacja jest próbą uporządkowa-
nia wiedzy na temat metod bazujących na 
amplifikacji PCR.

PODSTAWY TECHNIKI PCR

Przełomowym wydarzeniem w dziedzi-
nie biologii molekularnej było wynalezienie 
w 1983 r. przez Kary’ego Mullisa łańcucho-
wej reakcji polimerazy. Technika ta umożli-
wia kopiowanie określonych sekwencji geno-
mowego DNA. Dziesięć lat później (1993 r.) 
Mullis został uhonorowany Nagrodą Nobla 
za swoje odkrycie (Mullis i Faloona 1987, 
saiki i współaut. 1988, studzińska i współ-
aut. 2008, kondak 2009). Podstawą meto-
dy PCR jest reakcja replikacji DNA in vitro 
przy pomocy termostabilnej polimerazy DNA, 
która może przetrwać przedłużoną inkubację 
w temperaturze 95°C. Początkowo używano 
fragmentu Klenowa polimerazy I pochodzącej 
z Escherichia coli, jednak proces wymagał 
ciągłego dodawania kolejnych porcji enzymu 
w trakcie każdego cyklu. Obecnie najczęściej 
używanym enzymem jest polimeraza Taq 
DNA, pochodząca z bakterii Thermus aquati-

Tabela 1. Czynniki wpływające na wybór metody molekularnej (Krawczyk 2007, zmodyfikowana).

Czynniki wpływające na wybór metody molekularnej
właściwości próby np. gleby właściwości mikroorganizmu lub 

zespołu mikroorganizmów:
cel badania:

właściwości fizyko-chemiczne ilość w próbie badanej DNA/RNA

właściwości biologiczne odporność na lizę jednoniciowy/dwuniciowy

objętość próby patogeniczność kontaminacje (np. próby RNA wolne od za-
nieczyszczeń DNA)

homologiczność DNA

obecność inhibitorów reakcji w 
próbie

Inne: pobór próbki i jej przechowywanie, unikanie dodatkowych czynności w metodyce tj.: dodatkowe wirowa-
nia, rozcieńczenia, podgrzewania itp., odpowiednia objętość, stężenie DNA, czułość metody, wydajność procesu 
amplifikacji, stabilność materiału podczas przeprowadzania badania i przechowywania do późniejszych analiz.
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wodorowych podwójnej helisy, co prowadzi 
do otrzymania dwóch cząsteczek jednonicio-
wych;

– przyłączanie starterów, tzw. annealing 
– obniżenie temperatury do około 54–60°C, 
startery przyłączają się w odpowiednich po-
zycjach do komplementarnych sekwencji 
matrycowego DNA. Temperatura ta zależy od 
sekwencji nukleotydowej starterów;

– elongacja, czyli wydłużanie łańcucha 
DNA – ponowne podniesienie temperatu-
ry do około 72°C (optimum dla polimerazy 
Taq); następuje wydłużanie starterów po-
przez katalityczne przyłączanie dNTP (wolne 
trifosforany czterech deoksyrybonukleotydów) 
i synteza nowej nici DNA na ograniczonym 
starterami fragmencie (w kierunku 5’3’) 
(wriGHt i wynFord-tHoMas 1990, Holand i 
współaut. 1991, Ferreira i współaut. 2004, 
zaGalska-neuBauer i duBiec 2007, studziń-
ska i współaut. 2008, kondak 2009, Brown 
2012). 

Proces ten jest powtarzany cyklicznie, w 
rezultacie liczba zamplifikowanych fragmen-
tów DNA rośnie w postępie wykładniczym 2n 
(gdzie n to liczba powtórzeń cyklu), dzięki 
czemu możliwe jest otrzymanie w krótkim 
czasie wielu kopii analizowanego fragmentu 
(saiki i współaut. 1988, wriGHt i wynFord-
-tHoMas 1990, Ferreira i współaut. 2004, 
kazuBek i współaut. 2010).

Metoda łańcuchowej reakcji polimerazy 
PCR jest wysoce czułą i dokładną techni-
ką, która charakteryzuje się powtarzalno-
ścią wyników. Dodatkowo, do jej zalet nale-
ży szybkość przeprowadzania analizy i fakt, 
że do jej przeprowadzenia wystarczająca jest 
niewielka ilość DNA. PCR jest bardzo waż-
ną techniką, która znalazła szerokie zasto-
sowanie w wielu dziedzinach takich jak np. 
biologia molekularna, diagnostyka, krymina-
listyka, medycyna, badania filogenetyczne i 
wiele innych. Różnorodność wysoce udanych 
zastosowań technologii PCR i szybkość z 
jaką PCR może być przeprowadzane, nie po-
winno być błędnie interpretowane jako do-
wód, że PCR jest łatwym procesem. W rze-
czywistości jest zupełnie odwrotnie. Pojedyn-
czy cykl reakcji PCR jest złożonym procesem 
wymagających dokładnego oddziaływania kil-
ku elementów (ocHaMan i współaut. 1988, 
Holand i współaut. 1991, kazuBek i współ-
aut. 2010, Marcinak i roBak 2012). Obec-
nie istnieje wiele odmian omawianej klasycz-
nej techniki PCR, które są wykorzystywane 
do identyfikacji i różnicowania organizmów 
(Marciniak i roBak 2012). 

PCR MULTIPLEX

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

Ryc. 1. Schemat klasycznej reakcji PCR (wg Fer-
reira i współaut., 2004, zmodyfikowana).
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polymorphism; polimorfizm długości frag-
mentów 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 są w oparciu o znajomość 
sekwencji nukleotydowej kopiowanego frag-
mentu DNA. Fragmenty DNA powstałe w 
wyniku trawienia restrykcyjnego są następ-
nie rozdzielane elektroforetycznie. Analiza 
uzyskanych fragmentów (wzorów restrykcyj-
nych) pozwala ocenić ich liczbę i wielkość, a 
kolejnym krokiem jest porównanie tych frag-
mentów z wzorcami charakterystycznymi dla 
danych gatunków mikroorganizmów (Liu i 
współaut. 2010, Perez-de-Mora i współaut. 
2011, Marciniak i roBak 2012).

Polimorfizm RFLP wyraża się zanikiem 
lub utworzeniem miejsca restrykcyjnego. W 
cząsteczkach genomowego DNA pewne miej-
sca restrykcyjne są polimorficzne, co ozna-
cza, że występują w postaci dwóch różnych 
alleli. W przypadku, gdy miejsce restrykcyj-
ne jest obecne w analizowanym genie, to 
allel posiada prawidłową sekwencję miejsca 
restrykcyjnego, zatem jest skutecznie cięty 
podczas trawienia enzymem, co w obrazie 
elektroforetycznym uwidacznia się w postaci 
dwóch fragmentów DNA. W przypadku bra-
ku miejsca rozpoznawanego przez endonu-
kleazę restrykcyjną, allel ma zmienioną se-
kwencję (miejsce restrykcyjne jest zniszczone 
przez mutacje), co podczas elektroforezy ob-
jawia się w postaci tylko jednego fragmentu 
DNA (Ryc. 2) (liczBańska i współaut. 2006, 
Brown 2012). 

W ciągu ostatnich kilku lat technika 
RFLP jest wykorzystywana do oceny różno-
rodności i struktury zespołów różnych mi-
kroorganizmów. Stwierdzono, że metoda ta 
jest bardzo przydatna, szczególnie w połącze-

sekwencji DNA, dzięki czemu znalazły one 
szerokie zastosowanie w badaniach chorób 
dziedzicznych. Do najprostszych wariantów 
metody PCR należy technika PCR multipleks. 
Polega ona na amplifikacji kilku matryc (se-
kwencji) różniących się wielkością, w jednej 
reakcji PCR. Technika ta wymaga użycia kil-
ku par starterów w jednej mieszaninie reak-
cyjnej i użycia większej ilości polimerazy oraz 
trifosforanów deoksyrybonukleotydów. Reak-
cja PCR multipleks jest bardzo często wyko-
rzystywana w diagnostyce molekularnej do 
wykrywania delecji eksonów w genach (de 
Buijn 1992). Ocenę przydatności metody PCR 
multipleks zastosowano między innymi do 
identyfikacji i różnicowania drobnoustrojów 
z grupy Bacillus cereus. Identyfikacja i roz-
różnienie międzygatunkowe jest utrudnione 
ze względu na duże podobieństwo w obrębie 
całego genomu. Szczepy te wykazują wyso-
ki stopień podobieństwa rDNA. Zastosowano 
wiele metod do rozróżnienia gatunków w ob-
rębie grupy B. cereus. Pomimo licznych ba-
dań identyfikacja w obrębie grupy B. cereus 
stanowi wciąż spory problem. Metoda PCR 
multipleks wydała się ciekawą alternatywą 
dla molekularnej identyfikacji grupy B. ce-
reus oraz poszczególnych gatunków wcho-
dzących w jej skład. Przeprowadzone bada-
nia pokazały, że najwłaściwszym z poszuki-
wanych markerów był fragment genu groEL, 
pozwalający określić przynależność szczepu 
do grupy B. cereus. Ze starterami dla groEL 
otrzymano produkt dla wszystkich badanych 
szczepów, z wyjątkiem szczepów należących 
do gatunku B. weihenstephanesis.

PCR-RFLP – POLIMORFIZM DŁUGOŚCI 
FRAGMENTÓW RESTRYKCYJNYCH

Metoda PCR-RFLP (ang. polymerase cha-
in reaction – restriction fragments length 

Ryc. 2. Polimorfizm długości fragmentów restrykcyjnych (RFLP) (wg Brown 2012, zmodyfikowana).
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nych (Gürtler i stanisicH 1996, osorio i 
współaut. 2005, krawczyk 2007). W coraz 
większym stopniu technika ITS stosowa-
na jest do oceny bioróżnorodności i anali-
zy genetyki populacyjnej mikroorganizmów 
(Brown i FuHrMan 2005, stewart i cava-
nauGH 2007).

cHriki-adeeB i cHriki (2015) poddali 
badaniom cztery szczepy ryzobiów wyizo-
lowanych z brodawek korzeni tunezyjskich 
roślin strączkowych Sulla, uprawianych na 
glebach prawie pustynnych i suchych (mała 
wilgotność). Analizy miały na celu oszaco-
wanie powiązań filogenetycznych tych szcze-
pów i ocenę zastosowania regionu ITS jako 
markera molekularnego. Badania polegały 
na sekwencjonowaniu genu 16S rRNA i re-
gionu ITS ze szczepów analizowanych oraz 
porównaniu ze szczepami referencyjnymi, 
poprzez skonstruowanie filogramów opar-
tych na dwóch typach sekwencji. Wskaźniki 
ewolucyjne i rozbieżność czasową pomiędzy 
różnymi gatunkami ryzobiów oszacowano 
stosując wnioskowanie filogenetyczne Bay-
esa (wnioskowanie bayesowskie korzysta z 
twierdzenia Bayesa; poszukiwane jest drze-
wo filogenetyczne o największym prawdopo-
dobieństwie a posteriori) (sPalik i Piwczyń-
ski 2009). Zarówno w przypadku analizy 
sekwencji genu 16S rRNA i regionu ITS, 
szczepy tunezyjskich ryzobiów umieszczano 
w różnych grupach. Analiza Bayesa wyka-
zała, że drzewa filogenetyczne były spójne i 
wykazywały wyraźny podział pomiędzy ga-
tunkami Agrobacterium i Rhizobium. W ba-
daniach potwierdzono, że region ITS jest 
lepszym markerem molekularnym, służą-
cym analizie systematycznej i filogenetycz-
nej klasyfikacji ryzobiów. 

T-RFLP – POLIMORFIZM DŁUGOŚCI 
TERMINALNYCH FRAGMENTÓW 

RESTRYKCYJNYCH

T-RFLP (ang. terminal restriction frag-
ment length polymorphism; polimorfizm dłu-
gości terminalnych fragmentów restrykcyj-
nych) jest to technika, która rozwiązuje nie-
które z ograniczeń RFLP (tiedje i współaut. 
1999, kirk i współaut. 2004, kuMar i josHi 
2015). Jest ona rozszerzeniem analizy RFLP 
i zapewnia szybką analizę różnorodności mi-
krobiologicznej. Opiera się na tej samej za-
sadzie co technika RFLP, z wyjątkiem tego, 
że 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) (Liu i współaut. 
1997, kirk i współaut. 2004, rastoGi i sani 
2011, kuMar i josHi 2015). Amplifikowane 
podczas reakcji PCR znakowane fragmen-

niu z hybrydyzacją DNA-DNA i elektroforezą, 
w różnicowaniu ściśle związanych szczepów, 
do wyznaczenia zmienności wewnątrzgatun-
kowej (Fakruddin i Mannan 2013). Technika 
RFLP może stanowić proste i skuteczne na-
rzędzie do identyfikacji szczepów bakterii na 
poziomie gatunku i poniżej (Liu i współaut. 
1997; Fakruddin i Mannan 2013).

Poly i współaut. (2001) wykorzystali me-
todę RFLP do oceny zróżnicowania genetycz-
nego mikroorganizmów glebowych na pod-
stawie genów nifH. Porównanie gleby upraw-
nej z trwałymi użytkami zielonymi udowod-
niło wyraźne ich zróżnicowanie pod wzglę-
dem genu nifH. Metodą RFLP z zastosowa-
niem trzech enzymów HaeIII, NdeII i MnlI 
określono czyste szczepy mikroorganizmów 
wiążących N2. Wykazano nieznaczne różni-
ce między profilami Azospirillum irakense i 
Azoarcus tolulyticus oraz Rhizobium legumi-
nosarum i Mesorhizobium loti, spowodowane 
obecnością niewielkich fragmentów (<40 bp). 
Różnice w profilach uwidoczniły się nie tylko 
między ściśle spokrewnionymi rodzajami jak 
Rhizobium, Sinorhizobium i Mesorhizobium, 
ale również u gatunków z tych samych ro-
dzajów, takich jak Azospirillum brasilense, 
A. lipoferum i A. irakense.

Rybotypowanie to jedna z najczęściej 
używanych odmian techniki PCR-RFLP, obej-
mująca szereg metod opartych na analizie 
genów kodujących rybosomalny RNA (rRNA), 
zlokalizowanych w operonach rrn. Analiza 
rrn zawiera amplifikację: regionu zmienne-
go pomiędzy genami kodującymi 16S i 23S 
rRNA, regionu zmiennego wewnątrz genu 
kodującego 16S RNA, regionu zawierającego 
geny kodujące 16S i 23S rRNA (krawczyk 
2007).

Analiza genów kodujących rRNA pozwa-
la ustalić pokrewieństwo filogenetyczne po-
między mikroorganizmami, ponieważ geny 
kodujące rRNA występują powszechnie u 
wszystkich mikroorganizmów oraz zawierają 
domeny konserwowane i zmienne (rossel-
lo-Mora i aMann 2001, Baj i Markiewicz 
2006, krawczyk 2007). Między sekwencjami 
odpowiedzialnymi za kodowanie poszczegól-
nych podjednostek rybosomalnych wystę-
pują regiony polimorficzne, które charakte-
ryzują się wysokim stopieniem zmienności 
pomiędzy gatunkami, zarówno pod wzglę-
dem ich długości, jak i sekwencji. Są to 
regiony ITS (ang. internal transcribed spa-
cer). Fakt, że bakterie posiadają wiele ko-
pii (alleli) rybosomalnego operonu w swoim 
genomie, zwiększa prawdopodobieństwo, że 
region ITS będzie zawierał znaczną liczbę 
zmiennych sekwencji, nawet wśród szcze-
pów tego samego gatunku. Te regiony ope-
ronów stanowią doskonały cel molekularny 
wykorzystywany w badaniach filogenetycz-
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w glebie zanieczyszczonej metalami (Moese-
neder i współaut. 1999, tiedje i współaut. 
1999, tonin i współaut. 2001, Fakruddin i 
Mannan 2013).

Hilton i współaut. (2013) analizowali 
przyczynę spadku plonu rzepaku uprawiane-
go w monokulturze, w porównaniu do płodo-
zmianu z pszenicą. Za główna przyczynę ob-
niżenia plonów przyjęli występowanie drob-
noustrojów patogennych, które identyfiko-
wano przy użyciu techniki T-RFLP. Badanie 
to wykazało, że spadek plonu, spowodowany 
był przede wszystkim wzrostem liczebności 
dwóch grzybów, które wykazały 100% i 95% 
identyczności DNA z patogenami roślinnymi 
Olpidium brassicae i Pyrenochaeta lycopersi-
ci. Analizy potwierdziły, że istnieje znacznie 
więcej tych grzybów w rzepaku uprawianym 
w monokulturze niż w płodozmianie. 

Fierer i jackson (2006) zastosowali 
technikę T-RFLP, aby zrozumieć rozkład bio-
geograficzny bakterii glebowych oraz zbadać 
biotyczne i abiotyczne czynniki, które kształ-
tują skład i różnorodność społeczności bak-
teryjnych. Zebrali 98 próbek gleby z Amery-
ki Północnej i Południowej, reprezentujących 
szeroki zakres temperatury, pH i innych wa-
runków geograficznych. Wykazano, że róż-
norodność bakterii była wyższa w glebach 
obojętnych, w stosunku do gleb kwaśnych, 
i nie było to związane z takimi czynnikami 
jak temperatura, szerokość geograficzna i 
innymi zmiennymi, które zazwyczaj działają 
jako dobry wskaźnik różnorodności zwierząt 
i roślin.

ty są następnie trawione przy użyciu en-
zymów restrykcyjnych i rozdzielane drogą 
elektroforezy agarozowej, a kolejnym etapem 
jest analizowanie z zastosowaniem automa-
tycznego analizatora sekwencji (Ryc. 3) (Liu 
współaut. 1997, rastoGi i sani 2011, Fa-
kruddin i Mannan 2013, rincon-Florez i 
współaut. 2013).

Ograniczeniem metody T-RFLP jest eks-
trakcja DNA oraz dobór uniwersalnych star-
terów. Powszechnie dostępne startery nie są 
w stanie zamplifikować wszystkich sekwencji 
eukariotycznych, prokariotycznych i arche-
onów, gdyż sekwencje tych starterów opie-
rają się na istniejących, zdeponowanych se-
kwencjach 16S rRNA i 18S rRNA mikroor-
ganizmów tworzących kultury, a zatem nie 
mogą być reprezentatywne dla zróżnicowania 
drobnoustrojów w próbkach środowiskowych 
(Liu i współaut. 1997, kuMar i josHi 2015). 

Mimo tych ograniczeń, niektórzy badacze 
są zdania, że po znormalizowaniu T-RFLP 
może być użytecznym narzędziem do ba-
dania bioróżnorodności i uznawane jest za 
doskonałe narzędzie do porównania zależno-
ści między różnymi próbkami (Liu i współ-
aut.1997, tiedje i współaut. 1999, dunBar 
i współaut. 2000, osBorn i współaut. 2000, 
kirk i współaut. 2004, Fakruddin i mannan 
2013).

Metoda T-RFLP została wykorzystana do 
badania zmienności mikroorganizmów, złożo-
nych społeczności bakteryjnych, wykrywania 
populacji i ich monitorowania oraz w celu 
zróżnicowania grzybów mikoryzy arbusku-
larnej (AGM) w ryzosferze Viola calaminaria, 

Ryc. 3. Schemat techniki T-RFLP (wg cetecioGlu i współaut. 2012, zmodyfikowano).
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trawienie otrzymanego fragmentu kilkoma 
wybranymi endonukleazami restrykcyjny-
mi (vaneecHoutte i współaut. 1992, 1995; 
inGianni i współaut. 1997; jaMPacHaisri i 
współaut. 2005; Pandey i współaut. 2009; 
rastoGi i sani 2011; cetecioGlu i współaut. 
2012). Dodatkowym etapem, występującym 
przed trawieniem enzymami restrykcyjnymi, 
jest klonowanie fragmentu DNA powstałe-
go w wyniku amplifikacji (amplikonu) genu 
16S rRNA, z zastosowaniem odpowiedniego 
wektora (Ryc. 4). Zapobiega to wzajemne-
mu zanieczyszczeniu fragmentów genu 16S 
rRNA pochodzących z różnych drobnoustro-
jów. Następnie, powielone fragmenty poddaje 
się rozdziałowi elektroforetycznemu i klasyfi-
kuje według wzoru trawienia restrykcyjnego. 
Dzięki temu możliwe jest zaobserwowanie 
zróżnicowania między ściśle spokrewniony-
mi grupami mikroorganizmów (FriedricH i 
współaut. 2002, Pandey i współaut. 2009).

Technika ARDRA, w połączeniu z auto-
matycznym sekwencjonowaniem DNA i me-
todami statystycznymi/programami kompu-
terowymi, może być bardzo przydatna w oce-
nie dynamiki struktury społeczności drobno-
ustrojów, np. podczas bioremediacji in situ. 
W badaniach gleb zanieczyszczonych węglo-
wodorami aromatycznymi znacznie zwiększa 
się aktywność i liczebność drobnoustrojów 
glebowych zdolnych do rozkładu składników 
zanieczyszczenia (GaŁązka i współaut. 2012, 
GaŁązka i GaŁązka 2015).

Technikę ARDRA uznaje się za poten-
cjalnie najdokładniejszą spośród wszystkich 

Badania tiedje i współaut. (1999) wyka-
zały, że T-RFLP charakteryzuje się pięć razy 
większym sukcesem w wykrywaniu i śle-
dzeniu konkretnych rybotypów niż technika 
DGGE (ang. Denaturing Gradient Gel Elec-
trophoresis; elektroforeza w gradiencie dena-
turującym). 

ARDRA – ANALIZA RESTRYKCYJNA 
ZAMPLIFIKOWANYCH FRAGMENTÓW 

RDNA

ARDRA (ang. amplified ribosomal DNA 
restriction analysis) to analiza restrykcyjna 
zamplifikowanych fragmentów 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 rybosomów, używa-
na do oceny zróżnicowania drobnoustrojów 
(FisHer i triPlett 1999, kirk i współaut. 
2004, kuMar i josHi 2015). Stała się ona 
powszechnie stosowaną techniką moleku-
larną mającą na celu analizę populacji mi-
kroorganizmów w próbkach środowiskowych 
(slaBBert i współ 2010). ARDRA jest także 
jedną z najczęściej stosowanych metod słu-
żących do określania struktury i dynami-
ki mikroorganizmów (Fernandez i współaut. 
1999, GicH i współaut. 2000, oravecz i 
współaut. 2004, Pandey i współaut. 2009). 

Metoda ta oparta jest na amplifikacji 
techniką PCR genów 16S rRNA z całkowi-
tego DNA pochodzącego z próbek środo-
wiskowych. W kolejnym kroku następuje 

Ryc. 4. Schemat techniki ARDRA (wg Pandey i współaut. 2009).
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ne sekwencje (Tabela 2), które oddzielają 
dłuższe sekwencje pojedynczych kopii DNA 
(versalovic i luPski 1998, HauBold i wie-
He 2006). Na początku „ery genomiki”, czyli 
około 1990 r. stwierdzono, że w genomach 
bakterii można znaleźć niespodziewanie 
dużą liczbę sekwencji powtarzalnych, które 
mogą stanowić nawet więcej niż 10% całego 
genomu, co w konsekwencji wywołało lawinę 
badań dotyczących znaczenia funkcjonalnego 
i ewolucyjnego tych elementów (HauBold i 
wieHe 2006). 

Istnieje szereg wyraźnych powodów teore-
tycznych i dobrze udokumentowanych przy-
kładów, które pokazują, że powtarzalne se-
kwencje DNA pełnią wiele ważnych funkcji w 
genomie. Elementy te wpływają na ekspresję 
unikatowych sekwencji kodujących oraz na 
dodatkowe funkcje niezbędne do replikacji 
genomu i dokładnego przekazania do komó-
rek potomnych. Powtarzające się elementy 
DNA mają także fundamentalne znaczenie w 
oddziaływaniach molekularnych tworzących 
kompleksy nukleoproteinowe (sHaPiro i von 
sternBerG 2005). W badaniach oceniono, 
że powtórzone sekwencje mogą mieć wpływ 
na plastyczność genomu i doprowadzać do 
zmian struktury DNA z powodu rekombina-
cji wewnątrzgenowej (HauBold i wieHe 2006, 
treanGen i współaut. 2009, dziewit i Bar-
tosik 2011). Dodatkowo, naukowcy wnio-
skują, że powtórzone sekwencje mogą mieć 
pozytywny wpływ na zdolności adaptacyjne 
bakterii (HauBold i wieHe 2006). 

Wykorzystując nowoczesne metody i na-
rzędzia współczesnej bioinformatyki stwier-
dzono, że genomy mikroorganizmów mogą 
zawierać nawet 40% sekwencji powtórzo-
nych. Przykładowo, w genomie Orientia tsut-
sugamushi str. Ikeda jest aż 42,2% sekwen-
cji powtórzonych (1000 kopii sekwencji o 
wielkości 770 bp). Występują także gatun-
ki bakterii z małą liczbą sekwencji powtó-
rzonych w genomie, do których należą np. 
Buchnera aphidicola Sg i Candidatus Bloch-
mannia floridanus (treanGen i współaut. 

metod odcisków palców. W niektórych bada-
niach porównawczych zbadano działanie róż-
nych metod odcisków palców, które wyka-
zały, że ARDRA jest skuteczniejszą techniką 
niż RAPD (ang. randomly amplified polymor-
phic DNA; polimorfizm przypadkowo amplifi-
kowanego DNA) i AFLP (ang. amplified frag-
ment length polymorphism; polimorfizm dłu-
gości amplifikowanych fragmentów) (jawad 
i współaut. 1998, dHerBecourt i współaut. 
2006, Pandey i współaut. 2009). 

Technika ARDRA charakteryzująca się 
szerokim zakresem zastosowań, została użyta 
do identyfikacji różnych gatunków bakte-
rii (Hall i współaut. 1999, delGado i Mayo 
2004, Pandey i współaut. 2009), do scharak-
teryzowania znaczących mikroorganizmów z 
różnych nisz ekologicznych (Picard i współ-
aut. 2000, Pandey i współaut. 2009), anali-
zy struktury społeczności bakteryjnych po-
chodzących ze środowisk naturalnych i za-
burzonych (ovreas i torsvik 1998, sette i 
współaut. 2007, Pandey i współaut. 2009). 
Paul i współaut. (2006) zastosowali technikę 
ARDRA do scharakteryzowania ogólnej struk-
tury drobnoustrojów w zanieczyszczonej pe-
stycydami uprawnej glebie rolniczej. Analiza 
restrykcyjna zamplifikowanych fragmentów 
rDNA pokazała zmiany w strukturze mikro-
organizmów w procesie bioremediacji. Dodat-
kowo, sekwencjonowanie reprezentatywnych 
szczepów wykazało, że struktura społeczności 
gleby skażonej pestycydami była utworzona 
głównie przez Proteobacteria i Actinobacteria. 
sMit i współaut. (1997) zastosowali technikę 
ARDRA do oceny wpływu zanieczyszczenia 
miedzią na drobnoustroje w glebie. Wyraźne 
różnice w strukturze społecznej i mniejszą 
różnorodność mikrobiologiczną uzyskano w 
glebie zanieczyszczonej miedzią, w porówna-
niu z glebą kontrolną, bez zanieczyszczeń. 

SEKWENCJE REPETYTYWNE

Genomy organizmów prokariotycznych i 
eukariotycznych mogą zawierać powtarzal-

Tabela 2. Sekwencje repetetywne występujące w genomach mikroorganizmów prokariotycznych.

Sekwencja 
repetetywna

Wielkość
Organizm w którym pierwotnie zidentyfi-
kowano sekwencje

Literatura

REP ∼35 pz Enterobacteriaceae stern i współaut. 1984

ERIC ∼127 pz Enterobacteriaceae Hulton i współaut. 1991

BOX ∼67–637 pz Streptococus pneumoniae Martin i współaut. 1992

YAPL/RU-2 ∼168 pz Yersinia sp. de GreGorio i współaut. 2006

Correia ∼157 pz Neisseria sp. correia i współaut. 1988

MaeMITE ∼150–435 pz Microcystis aeruginosa kaneko i współaut. 2007

Chunjie ∼178–235 pz Geobacter uraniireducens Rf4 cHen i współaut. 2008
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przyczynić się do określenia powiązań filoge-
netycznych (de Brujin 1992).

Większymi powtarzającymi się elementa-
mi, które występują głównie w niekodują-
cych regionach w genomie mikroorganizmów 
prokariotycznych są sekwencje ERIC (ang. 
enterobacterial repetitive intragenic consen-
sus; międzygenowe konsensusowe sekwen-
cje powtórzone enterobakterii) (versalovic 
i luPski, 1998, Hulton i współaut. 1991). 
Sekwencje ERIC zostały po raz pierwszy 
znalezione u E. coli, Salmonella typhimu-
rium (obecnie Salmonella enterica serowar 
typhimurium), a także u innych gatunków 
z rodziny Enterobacteriaceae, jak i Vibrio 
cholerae (Hulton i współaut. 1991, wilson 
i sHarP 2006). Elementy ERIC są niedosko-
nałymi palindromami o długości około 130 
par zasad (wilson i sHarP 2006). W wyni-
ku delecji wewnętrznych powstają również 
krótsze sekwencje, a ze względu na insercje 
„wstawek” o długości około 70 pz, zostały 
opisane sekwencje dłuższe (wilson i sHarP 
2006). Liczba kopii sekwencji ERIC waha się 
pomiędzy gatunkami. Szacuje się, że w ge-
nomie E. coli K-12 występuje około 30 kopii 
sekwencji ERIC, w S. enerica typhimurium 
LT2 jest ich 150, natomiast sekwencja ge-
nomowa Photorhabdus luminescens zawiera 
ponad 700 kopii (Hulton i współaut. 1991, 
wilson i sHarP 2006). Sekwencje ERIC 
mogą wykazywać większy potencjał w bada-
niach dotyczących ewolucji bakterii, ponie-
waż są dłuższe i występują w dużej liczbie 
gatunków, a tym samym niosą więcej in-
formacji do analiz porównawczych (wilson 
i sHarP 2006). Łańcuchowa reakcja poli-
merazy (PCR) z zastosowaniem odpowiednio 
zaprojektowanych starterów, komplementar-
nych do sekwencji ERIC, które służą ampli-
fikacji genomowego DNA położonego pomię-
dzy sekwencjami powtarzającymi się, wska-
zuje, że sekwencje ERIC mogą być obecne 
w całym królestwie bakterii. Jest to także 
technika stosowana do analizy bardzo szero-
kiego zakresu gatunków bakteryjnych (Hul-
ton i współaut. 1991, wilson i sHarP 2006, 
zulkiFli i współaut. 2009). 

jaraBo-lorenzo i współaut. (2003) anali-
zowali różnorodność genetyczną 45 izolatów 
Bradrhyzobium, które wywołują powstawa-
nie brodawek u kilku gatunków Lupinus i 
Ornithopus w różnych lokalizacjach geogra-
ficznych. Analizę przeprowadzono z użyciem 
techniki ERIC-PCR, a także 16S rDNA PCR-
-RFLP – analiza sekwencji międzygenowe-
go regionu 16S-23S rDNA (IGS) PCR-RFLP. 
Analiza 16S rRNA zróżnicowała 9 genotypów 
spośród izolatów pochodzących z łubinu, 
grupa 14 izolatów przedstawiała identyczny 
lub bardzo podobny genotyp restrykcyjny 
jak szczep referencyjny Bradryhizobium ja-

2009, dziewit i Bartosik 2011). Perspek-
tywa dalszych badań powtarzalnego DNA 
prowadzi do nowych sposobów myślenia o 
organizacji genomów komórkowych i zapew-
nia szereg nowych możliwości reorganizacji 
genomu z udziałem powtórzonych elemen-
tów. Idee te mogą ułatwić interpretację po-
równawczą zsekwencjonowanych genomów, 
w których występują elementy powtarzalne 
DNA (sHaPiro i von sternBerG 2005).

Powtarzającymi się elementami w DNA 
prokariotycznym są sekwencje REP (ang. re-
petitive extragenic palindromic; pozagenowe 
powtórzone elementy palindromowe). Termin 
„sekwencje REP” obejmuje stale powtarzają-
ce się sekwencje palindromiczne o długości 
między 21 a 65 par zasad, które znajdują 
się w zewnątrzgenowych przestrzeniach ge-
nomów bakteryjnych (toBes i Pareja 2006). 
Elementy REP zostały po raz pierwszy opi-
sane w Escherichia coli, jako sekwencje o 
długości około 35 pz, składające się z wyso-
ce konserwowanego odwróconego powtórze-
nia, które potencjalnie tworzy strukturę pnia 
z pętlą (aranda-olMedo i współaut. 2002). 
Sekwencje REP mogą występować jako po-
jedyncze jednostki, w wielu sąsiednich ko-
piach lub jako części innych typów klastrów, 
a więc BIMEs (ang. bacterial interspersed 
mosaic elements) (stern i współaut. 1984, 
aranda-olMedo i współaut. 2002). Sekwen-
cje REP obecne u E. coli i S. typhimurium 
występują w około 500 kopiach (Hulton i 
współaut. 1991). 

Funkcja elementów REP nie jest całko-
wicie określona. Niektórzy badacze przypusz-
czają, że biorą one udział w hamowaniu 
transkrypcji, a inni, że nie są specyficznymi 
terminatorami. Sugeruje się, że pełnią rolę 
stabilizatorów mRNA oraz, że są zaangażo-
wane w regulację ekspresji genów. Sekwen-
cje REP są miejscem wiązania polimerazy 
DNA I, gyrazy DNA i czynnika IHF (ang. 
integration host factor) (esPeli i współaut. 
2001, aranda-olMedo i współaut. 2002, 
toBes i Pareja 2006). 

Badania de Bruijn (1992) wykazały, że 
sekwencje (elementy) REP są obecne w ge-
nomach Gram-ujemnych bakterii glebowych, 
takich jak Rhizobium i Agrobacterium, jak 
również bakterii z rodzaju Pseudomonas. W 
technice REP-PCR w wyniku amplifikacji 
powtarzających się elementów DNA otrzy-
mujemy wzory specyficznych prążków, tzw. 
„fingerprinting”, co pozwala na różnicowanie 
szczepów bakteryjnych (olive i Bean 1999). 
Elementy REP mogą stać się potężnym na-
rzędziem w analizie molekularno-genetycznej 
bakterii i w taksonomii, gdyż pozwalają na 
otrzymanie „odcisków palców” poszczegól-
nych rodzajów, gatunków i szczepów i mogą 
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strączkowych Trifolium repens, T. pratense i 
Lotus corniculatus. Badanie prowadzono na 
polach doświadczalnych znajdujących w Mo-
ara Domneasca i w Brasov (Rumunia). Cha-
rakterystyczna czerwono-brązowa gleba była 
analizowana pod względem zawartości azotu 
i węgla organicznego oraz pH. Charaktery-
stykę i różnorodność bakterii z rodzaju Rhi-
zobium przeprowadzono przy użyciu technik 
BOX-PCR, ERIC-PCR i DGGE, opierających 
się na zasadzie „fingerprinting” DNA. Wyka-
zano, że różnorodność bakterii była znacząco 
niższa w glebie ze zwiększonym nawożeniem 
azotowym. Niskie zróżnicowanie wewnątrz-
gatunkowe zaobserwowano u szczepów wy-
izolowanych z tego samego gatunku rośliny 
(Trifolium spp.), niezależnie od jej pochodze-
nia (Moara Domneasca lub Brasov). Wyraź-
ne różnice pojawiły się w związku z pocho-
dzeniem brodawek korzeniowych (czerwona 
lub biała 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 współ-
aut. oraz welsHa i Mcclellanda. Jej pod-
stawą jest reakcja PCR z wykorzystaniem 
starterów o przypadkowo dobranej sekwen-
cji. Startery są krótkie, mają około 9-10 
par zasad, hybrydyzują w różnych miejscach 
genomowego DNA, generując produkty PCR 
o różnych długościach, które następnie roz-
dziela się w żelu agarozowym lub akryla-
midowym, w zależności od złożoności gene-
tycznej społeczności mikrobiologicznej (OLi-
ve i Bean 1999, ranjard i współaut. 2000, 
rastoGi i sani 2011). Proces przyłączania 
starterów prowadzi się w stosunkowo niskiej 
temperaturze, dzięki czemu hybrydyzują w 
wielu miejscach badanego genomu, jedno-
cześnie prowadząc do amplifikacji kilku lub 
kilkudziesięciu różnych fragmentów (olive i 
Bean 1999). Jeśli dwa startery RAPD przyłą-
czają się we właściwej orientacji w odległości 
kilku tysięcy par zasad od siebie, to pro-
dukt reakcji PCR będzie miał długość od-
powiadającą odległości pomiędzy starterami. 
Liczba i rozmieszczenie tych przypadkowych 
miejsc wiązania się starterów jest różna dla 
różnych gatunków bakterii. W ten sposób, 
po oddzieleniu produktów amplifikacji dro-
gą elektroforezy otrzymujemy wzór prążków, 
który teoretycznie jest charakterystyczny dla 
poszczególnych szczepów bakteryjnych (OLi-
ve i Bean 1999, welsH i Mcclelland 1990, 
williaMs i współaut. 1990, rincon-Florez i 
współaut. 2013). 

ponicum, podczas gdy dwie kolejne, główne 
grupy izolatów (69%) przedstawiają genoty-
py wyraźnie różniące się od referencyjnych 
szczepów występujących na soi. Technika 
16S-23S IGS PCR-RFLP wykazała wysoki 
poziom zróżnicowania, gdyż spośród 30 izo-
latów wyodrębniono 19 genotypów. Metoda 
ERIC-PCR posłużyła do wykrycia ogrom-
nego zróżnicowania, gdyż wskazuje ona na 
inne wzory genotypowe dla prawie wszyst-
kich (z wyjątkiem dwóch) izolatów. Analizę 
w oparciu o sekwencje ERIC do różnicowa-
nia szczepów ryzobiowych stosowali także w 
swoich badaniach de Brujin (1992), judd 
i współaut. (1993) i nieMann i współaut. 
(1999). 

Poza sekwencjami REP i ERIC, w geno-
mie bakterii występują również powtarzalne 
sekwencje BOX. Sekwencje BOX stanowią 
pierwszy opisany element powtarzalny wystę-
pujący w genomie bakterii Gram-dodatnich. 
Sekwencja BOX została wykorzystana do 
różnicowania szczepów Streptococcus pneu-
moniae (Martin i współaut. 1992, koeutH i 
współaut. 1995, versalovic i luPski 1998, 
olive i Bean 1999). Elementy BOX znajdują 
się w regionach międzygenowych. Sekwencje 
te mogą tworzyć strukturę pnia-pętli, po-
nieważ posiadają podwójną symetrię (olive 
i Bean 1999). Elementy BOX składają się 
z różnych kombinacji trzech podjednostek: 
boxA (59 pz), boxB (45 pz) i boxC (50 pz) 
(Ryc. 5) (Martin i współaut. 1992, versalo-
vic i luPski 1998).

Startery projektuje się w oparciu o se-
kwencje konsensusowe DNA podjednostek 
boxA, boxB i boxC. Badania łączące hybry-
dyzację DNA i reakcję PCR wskazują, że se-
kwencje oligonukleotydowe w podjednostce 
boxA wydają się konserwatywne wśród róż-
nych gatunków bakterii (koeutH i współaut. 
1995, versalovic i luPski 1998). 

Celem pracy cornea i współaut. (2011) 
było zbadanie wpływu niektórych czynni-
ków na lokalnie występujące ryzobia w gle-
bie uprawianej w różnych systemach. Oce-
niano różnorodność genetyczną szczepów 
Rhizobium wyizolowanych bezpośrednio z 
gleby (tzw. wolnożyjące ryzobia) lub z bro-
dawek korzeniowych. Gleba była pobrana z 
ryzosfery trzech zielnych wieloletnich roślin 

Ryc. 5. Model struktury powtarzających się ele-
mentów BOX (koeutH i współaut. 1995, zmody-
fikowano).
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Fakruddin M., Mannan k. s. B., 2013. Methods 
for analyzing diversity of microbial communi-
ties in natural environments. Ceylon J. Sci. 
(Biol. Sci.) 42, 19-33.

Fernandez a., HuanG s., seston s., XinG j., 
Hickey r., criddle c., tiedje j., 1999. How 

Amplifikacja losowych fragmentów DNA 
ze starterami o arbitralnej sekwencji nukle-
otydowej wykorzystana jest jako potężne na-
rzędzie do badań obejmujących molekular-
ną zmienność genetyczną mikroorganizmów 
(devi i współaut. 2014). Markery RAPD 
znalazły szereg zastosowań w mapowaniu 
genów, genetyce populacyjnej, ewolucji mo-
lekularnej, genetyce i hodowli roślin, zwie-
rząt i mikroorganizmów. Wynika to przede 
wszystkim z szybkości wykonywania analizy, 
niskich kosztów i wysokiej wydajności. Tech-
nika ta pozwala na wytworzenie dużej liczby 
markerów w krótkim czasie, w porównaniu 
z poprzednimi sposobami. Dlatego metodę 
RAPD można przeprowadzić w prawie każ-
dym laboratorium (rincon-Florez i współ-
aut. 2013, devi i współaut. 2014). 

Technikę RAPD z losowo wybranymi 
starterami zastosowano w celu oceny zmian 
różnorodności drobnoustrojów w próbkach 
gleby, które były traktowane pestycyda-
mi triazolonowymi i nawozami chemicznymi 
(wodorowęglan amonu). Analiza wykazała, że 
gleby traktowane pestycydami charakteryzu-
ją się prawie identycznym poziomem zróż-
nicowania DNA jak próbka gleby kontrolnej 
(czyli bez zanieczyszczeń). W przeciwieństwie 
do tego, nawozy chemiczne spowodowały 
spadek różnorodność DNA w porównaniu do 
kontroli (rastoGi i sani 2011). 

St res zc zen i e

Mikroorganizmy glebowe, pod względem cech geno-
mowych i fenotypowych, stanowią wysoce zróżnicowaną 
grupę organizmów żywych. Z powodu tak dużej różno-
rodności ważne jest dobranie odpowiednich metod, da-
jących największy stopień różnicowania mikroorgani-
zmów. Narzędziami umożliwiającym analizę zmienności 
genetycznej mikroorganizmów są techniki genetyczne, a 
wśród nich jedną z najważniejszych jest łańcuchowa re-
akcja polimerazy, czyli PCR (Polymerase Chain Reaction), 
technika opracowana w latach 1980. Niniejsza praca 
stanowi przegląd podstawowych zagadnień dotyczących 
badania zmienności genetycznej mikroorganizmów glebo-
wych w oparciu o markery molekularne z wykorzysta-
niem technik bazujących 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
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