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Zastosowanie metod molekularnych w badaniach
bioremediacji substancji ropopochodnych

Zastosowanie nowoczesnych metod molekularnych zrewolucjonizowato dotychczasowa wiedzg w zakresie filogene-
tycznej i funkcjonalnej roznorodnosci mikroorganizmow uczestniczacych w procesach bioremediacji srodowisk, w tym
gleb, zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi. Ekosystem glebowy jest silnie zroznicowanym uktadem
ze stosunkowo wysokim poziomem prokariotycznej réznorodnosci. Tradycyjne techniki mikrobiologiczne, oparte
na izolacji i hodowli w warunkach laboratoryjnych, nie zapewniaja pelnego obrazu réznorodnosci drobnoustrojow
wystepujacych w srodowiskach skazonych weglowodorami ropopochodnymi. Obecnie szacuje sig, ze klasyczne
metody pozwalajg izolowaé mniej niz 1% populacji mikroorganizméw glebowych. Tym samym zastosowanie metod
molekularnych jako narzg¢dzi diagnostycznych przyczynito si¢ do odkrycia nowych, dotad niezidentyfikowanych
mikroorganizmoéow. Dodatkowo techniki te oferujg mozliwos¢ $ledzenia zmian w zbiorowos$ci mikroorganizmow
w trakcie trwania proces6w bioremediacji. W pracy przedstawiono przeglad nowoczesnych molekularnych technik
mikrobiologicznych stosowanych w procesach bioremediacji $rodowisk zanieczyszczonych ksenobiotykami.

Stowa kluczowe: metody molekularne, mikroorganizmy, bioremediacja, substancje ropopochodne.

Application of molecular methods in bioremediation of petroleum substances

Modern molecular techniques have greatly increased our knowledge concerning phylogenetic and functional diversity
of microorganisms during bioremediation of oil-polluted environments such as soil. Soil ecosystem is relatively
complex with a high level of prokaryotic diversity. The application of traditional culture-based techniques does not
provide a full picture into phylogenetic and functional diversity of microbial community inhabiting oil-contaminated
niches, since only a small fraction of the mentioned microbes may be cultivated in artificial media. Nowadays, less
than 1% of these diverse microorganisms are cultivable by traditional cultivation techniques. Therefore, the use
of molecular methods in studying microbial populations of hydrocarbon-polluted soils has led to the discovery of
novel and unrecognized microorganisms. Such complex microbial diversity and dynamics in contaminated soil of-
fer a resounding opportunity for bioremediation strategies. The paper presents an overview of modern approaches
and applications of molecular microbiological techniques in bioremediation of petroleum-polluted environmental
matrices. A general outline of the recent advances in this field is also given.

Key words: molecular methods, microorganisms, bioremediation, petroleum substances.

Wstep

Mikroorganizmy to wysoce zréznicowana grupa orga-
nizmoéw zywych, stanowiaca blisko 60% calej ziemskiej
biomasy, z czego 4+5 - 10*” komoérek wystepuje w $rodowi-
sku glebowym, nieco mniej zas, tj. ok. 1,2 - 10, zasiedla
ekosystemy wodne [54]. Liczby te wskazujg, jak ogromny,
nie do konca poznany, a bardzo zrdéznicowany genetycznie

jest $wiat drobnoustrojow. Mikroorganizmy odgrywaja klu-
czowa role w prawidlowym przebiegu wigkszosci procesow
zachodzacych w $rodowisku, m.in. w obiegu podstawowych
pierwiastkow w przyrodzie, w rozktadzie ksenobiotykdéw oraz
domykaniu cykli biogeochemicznych. Praktycznie kazdy
zywy organizm uzalezniony jest od aktywnosci mikroorga-
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nizméw. Ten potencjat mikroorganizmow znalazt rowniez
swoje zastosowanie w roznych gateziach przemyshu. Coraz
wigksza popularnos$¢ zyskuja technologie wykorzystuja-
ce metaboliczne zdolno$ci mikroorganizmoéw, stosowane
w przemysle farmaceutycznym, spozywczym czy naftowym.
Mikrobiologiczne wspomaganie wydobycia ropy naftowej
(MEOR — microbial enhanced oil recovery), procesy re-
mediacji substancji ropopochodnych z dotow urobkowych
[55, 56] oraz biokatalityczne usuwanie ztogéw polimero-
wych to tylko niektore z licznych przyktadow. Biorac pod

uwage genetyczne, funkcjonalne i gatunkowe zréznicowanie
mikroorganizméw oraz mnogos$¢ proceséw przez nie kontro-
lowanych, prawidtowe zrozumienie zachodzacych przemian
wymaga zastosowania takich metod diagnostycznych, ktore
umozliwig badanie oddziatywan mikroorganizm-mikroor-
ganizm, jak 1 mikroorganizm—$rodowisko. Takie podejscie
spowodowato gwattowny rozwoj technik molekularnych jako
narzedzi diagnostycznych. Uzyskane w ten sposob informacje
odstaniaja fragment skomplikowanych relacji wystgpujacych
migdzy mikroorganizmami.

Metody molekularne

Znaczna wigkszo$¢ aktywnych metabolicznie mikro-
organizméw zasiedlajacych srodowiska przyrodnicze jest
niezdolna do wzrostu w postaci kolonii na pozywkach aga-
rowych. Davis i in. [9] szacuja, ze mniej niz 1% z 10° komo-
rek bakteryjnych wystepujacych w 1 g gleby jest zdolnych
do wzrostu na sztucznych podtozach mikrobiologicznych.
W latach 90. ubieglego wieku po raz pierwszy Byrd i in. [6]
okreslili takie mikroorganizmy jako ,,zywe, lecz niedajace si¢
hodowac” (VBNC — viable but nonculturable). Dzi$ uwaza
si¢, ze zastosowanie klasycznych metod mikrobiologicznych,
opartych na analizie cech fenotypowych drobnoustrojow
(metody fenotypowe), pozwala na symulowanie odpowied-
nich warunkéw wzrostu dla mikroorganizmow stanowigcych

jedynie 1+10% sktadu danej biocenozy. Istnieje zatem po-
trzeba opracowania szybkich, czutych i specyficznych metod
dajacych mozliwos$¢ zaréwno bezposredniej oceny petnego
obrazu mikrobiologicznego zrdéznicowania analizowanego
srodowiska, z pomini¢ciem etapu hodowli, jak i identyfikacji
wczesniej wyhodowanego drobnoustroju.

U podstaw metod molekularnych lezy detekcja makro-
czasteczek (kwasoéw nukleinowych, bialek, kwasow thusz-
czowych) wystepujacych w zywych organizmach. Co wigcej,
czgsteczki te mozna wyekstrahowac bezposrednio z gleby/
wody, bez konieczno$ci hodowli mikroorganizmow. Ilo-
sciowe, jak i jakosciowe zmiany w obregbie tych czasteczek
bezposrednio §wiadczg o zmianach w zespotach mikroorga-
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Rys. 1. Metody molekularne stosowane w analizie mikrobiologicznej probek srodowiskowych [47]
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nizmow, wywotanych pojawieniem si¢ np. zanieczyszczenia
w Srodowisku.

Na przetomie kilku ostatnich dziesiecioleci obserwuje
si¢ ogromny postep w ekologii mikroorganizmow. Jego
przyczyna jest intensywny rozwoj zaawansowanych metod
diagnostycznych (np. metody oparte na analizie kwasow
nukleinowych), ktére umozliwiaja charakterystyke drob-
noustrojow na poziomie funkcjonalnym i filogenetycznym.
Wspomniane powyzej metody molekularne bazujg na analizie
catego genomu lub wysoce konserwatywnych czasteczek
16S rRNA (w mniejszym stopniu 23S rRNA) u Bacteria
i Archaea lub 18S rRNA u Eucarya, ktore sa swoistymi
»zegarami molekularnymi”. Bioragc pod uwage informacje,
ktére mozna uzyskac stosujac dang metode wyrdznia si¢ dwa
podejscia (rysunek 1):

» umozliwiajace peing analize zespotu mikroorgani-

zmow,

» umozliwiajace czesciowa analize zespotu mikroor-

ganizmow.

Wigkszo$¢ metod molekularnych powszechnie stosowa-
nych w diagnostyce mikrobiologicznej opiera si¢ na reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR), mimo Ze réwnie popularne
sg metody hybrydyzacyjne, niewymagajace amplifikacji
badanego materialu. Ponizej opisano metody umozliwiajgce
czes$ciows analizg zespolow mikroorganizméw stosowanych
w procesach bioremediacyjnych.

Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)

W diagnostyce mikrobiologicznej szerokie zastosowanie
znalazta technika oparta na reakcji tancuchowej polimerazy
PCR (DNA polymerase chain reaction), opracowana w latach
80. XX wieku przez Kary’ego Mullisa. Dziesi¢¢ lat pdzniej
(1993 r.) Mullis za to odkrycie zostal uhonorowany Nagroda
Nobla. Technika ta jest w pewnym sensie odwzorowaniem
(w warunkach laboratoryjnych) zachodzacego in vivo procesu
replikacji materiatu genetycznego. Jest to wydajna i czuta
metoda pozwalajgca na otrzymanie w komorze termocyklera
w ciggu kilku godzin az 10°-10°kopii wyj$ciowego fragmentu
powielanego DNA.

U podstaw omawianej metody lezy wielokrotne repliko-
wanie dowolnej sekwencji DNA in vitro, z wykorzystaniem
jednoniciowych starterow (primers) oligonukleotydowych
dhugosci kilkudziesieciu (18+24) par zasad, ktorych sekwen-
cja jest komplementarna do sekwencji syntetyzowanego
odcinka DNA. Cze$ciowa znajomos¢ sekwencji obu koncow
powielanego fragmentu DNA wymagana jest do zaprojekto-
wania i syntezy prawidlowych starterow, co daje mozliwosé
amplifikacji dowolnego fragmentu DNA. Reakcja PCR wy-
maga ponadto obecnosci: termostabilnej polimerazy zaleznej

artykuty

od DNA, katalizujacej przytaczenie kolejnych trifosforanow

deoksynukleotydow (dNTP), wolnych trifosforanow deok-

synukleotydow (dNTP), jonéw Mg*" oraz buforu zapew-
niajacego pH 8,3. Najczesciej stosowanymi polimerazami
sg: polimeraza DNA Taq, izolowana z termofilnej bakterii

Termus aquaticus, polimeraza Pfu z Pyrococcus furiosus

czy polimeraza Pwo z Pyrococcus woesei lub mieszanina

polimerazy Taq z jedng z wymienionych.

Proces powielania matrycowej sekwencji DNA sktada
si¢ z wielokrotnie powtarzanego cyklu (30+40 razy) trzech
nastepujacych po sobie etapow, przebiegajacych w réznych
temperaturach, precyzyjnie kontrolowanych za pomocg ter-
mocyklera:

1. Denaturacji dwuniciowego tancucha DNA
Warunkiem koniecznym reakcji PCR jest rozplecenie po-
dwdjnej helisy matrycowego DNA pod wptywem wysokiej
temperatury (ok. 94+96°C, zaleznie od ilo$ci zasad GC
(G — guanina, C — cytozyna) w matrycowej nici DNA, czas:
1+9 minut), wowczas bowiem nastgpuje pekanie wigzan
wodorowych zapewniajacych helikalng strukture DNA
i rozdzial na pojedyncze tancuchy, do ktorych w kolejnym
etapie przyltaczajg si¢ startery oligonukleotydowe.

2. Hybrydyzacji odcinkéw starterowych (annealing)
Obnizenie temperatury reakcji do 45+60°C umozliwia
przylaczenie si¢ odpowiednich starteréw do komplemen-
tarnej sekwencji matrycowego DNA. Warunki tempera-
turowe reakcji $cisle zalezg od wlasciwosci uzytej pary
starterow; zardwno sktad, jak i dlugo$¢ tych fragmentow
DNA sa znamienne. Aby unikngé mozliwos$ci tworzenia
si¢ hybryd ni¢ matrycy—ni¢ matrycy, zapewnia si¢ nad-
miar starterow w stosunku do matrycy w mieszaninie
reakcyjne;j.

3. FElongacji tancucha DNA
W koncowym etapie temperatura jest podnoszona do
72°C i rozpoczyna si¢ reakcja polimeryzacji, polegajaca
na utworzeniu si¢ na matrycy DNA kompleksu poli-
merazy DNA z przylaczonymi starterami. Polimeraza
DNA uczestniczy w wydtuzaniu starterow od konca 3’
poprzez katalityczne przytaczanie ANTP. Efektem tego
jest powstanie fragmentu sekwencji komplementarnej do
nici matrycowe;j.

Nastepnie caty cykl reakcji, skrétowo opisany powyzej,
jest powtarzany az do momentu uzyskania tancucha DNA
o odpowiedniej dtugosci. Zaletg reakcji PCR jest mozli-
wos¢ otrzymania wielu kopii z niewielkiej ilo§ci materialu
wyjéciowego oraz obecno$¢ zdegenerowanego (w pew-
nym stopniu) DNA w materiale wyj$ciowym. Wiagze si¢ to
z tym, ze kazda nowo zsyntetyzowana ni¢ DNA staje si¢
matryca w nastgpnym cyklu, a tym samym ilo$¢ produktu
wyktadniczo wzrasta. Po zakonczeniu reakcji PCR w celu
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ustalenia dlugo$ci nowego tancucha DNA uzyskany produkt
zostaje poddany rozdziatowi elektroforetycznemu na zelu
agarozowym lub poliakrylamidowym, a w kolejnym etapie
produkt ten moze zosta¢ zsekwencjonowany. Zastosowanie
reakcji PCR dla probek srodowiskowych wiaze si¢ bardzo
czesto z ograniczeniami, wynikajacymi z obecnosci w probee
zwigzkow nieorganicznych i organicznych (np. kwasy humu-
sowe, polisacharydy itp.), ktore zaburzajg przebieg procesu
(ostabienie lub inhibicja reakcji PCR).

Obecnie mozna wyr6zni¢ wiele odmian omawianej meto-
dy, sposrdd ktorych najbardziej znane to: odwrotna, asyme-
tryczna czy zwielokrotniona reakcja PCR. Co wigcej, metoda
PCR stata si¢ punktem wyj$cia dla technik pochodnych, m.in.
analizy polimorfizmu dlugosci tancuchow restrykcyjnych
(PCR-RFLP) czy analizy konformacji pojedynczych nici
DNA (PCR-SSCP). Techniki PCR znajduja szerokie zasto-
sowanie w diagnostyce mikrobiologicznej i wykorzystywane
sa m.in. do:

* wykrywania drobnoustrojow,

* identyfikacji drobnoustrojow na poziomie gatunku i szcze-
pu,

» okreslenia powigzan filogenetycznych.

Ponizej przedstawiono najpopularniejsze modyfikacje
reakcji PCR, ktére maja swoje zastosowanie w diagnostyce
mikroorganizmoéw $rodowiskowych:

RT-PCR (reverse transcription PCR, odwrotna trans-
krypcja polaczona z lancuchowa reakcja polimerazy)
umozliwia syntez¢ DNA, ktora odbywa si¢ na matrycy mRNA
z zastosowaniem wirusowej odwrotnej transkryptazy (RT
— reverse transcriptase). Amplifikacja otrzymanego cDNA
(komplementarny DNA) zachodzi wedtug opisanych powyzej
regut, a uzyskany produkt nastgpnie poddany jest rozdziatowi
elektroforetycznemu. Reakcja ta jest duzo czulsza w pordw-
naniu do tradycyjnej reakcji PCR. RT-PCR zastosowano
w badaniach $rodowiskowych oraz m.in. do oceny zdolnosci
degradacyjnych alkandw przez Dietzia sp. [1]. Sprzggnigcie
ilosciowego PCR (quantitative PCR, qPCR) z reakcja od-
wrotnej transkrypcji (RT-Q-PCR) daje mozliwo$¢ iloSciowe;j
oceny ekspresji genow. Takie podejscie zostato wykorzystane
w badaniach nad ekspresja genow zwigzanych z degradacja
weglowodorow u Pseudomonas i Rhodococcus, pozyskanych
z gleb skazonych weglowodorami z obszaru arktycznego [63].

Real-time PCR (reakcja PCR w czasie rzeczywistym)
polega na amplifikacji DNA, ktérego ilos¢ jest kontrolowana
w trakcie przebiegu reakcji dzigki fluorescencyjnemu znako-
waniu starteréw, sond oligonukleotydowych lub produktow
amplifikacji. Sygnat fluorescencyjny jest proporcjonalny
do iloéci zsyntetyzowanego produktu, zatem kazdorazowy
pomiar fluorescencji probki po kazdym cyklu daje obraz
przebiegu procesu. Real-time PCR z powodzeniem stosuje si¢

832 Nafta-Gaz, nr 11/2013

W ocenie zmian zespotéw mikroorganizmow degradujacych
weglowodory podczas przebiegu procesu bioremediacji [46]
oraz w identyfikacji i ilosciowym okresleniu genéw koduja-
cych enzymy uczestniczace w metabolizmie weglowodorow
[32, 45, 62].

Multipleks PCR (zlozony PCR) opiera si¢ na zastoso-
waniu w tej samej reakcji jednoczesnie kilku par starterow,
co umozliwia powielenie dwoch lub wigcej réznych frag-
mentdow DNA w jednej mieszaninie reakcyjnej. Technika
ta pozwala na obnizenie catkowitego czasu badania duzych
obszarow DNA przy zachowaniu kontroli nad poprawnoscia
prowadzonego procesu. Baldwin i in. [12] wykorzystali t¢
metode w potaczeniu z Real-time PCR do badania genow
kodujacych enzymy uczestniczace w katabolizmie weglo-
wodoréw aromatycznych (m.in. monooksygenaze fenolu,
dioksygenazy naftalenu i bifenylu).

Nested-PCR (zagniezdzony PCR) — istotg tej metody
jest przeprowadzenie kolejnego etapu amplifikacji, nastepu-
jacego po tradycyjnej reakcji PCR. Modyfikacja opiera si¢
na zastosowaniu drugiej pary starteréw, ktore przylaczaja si¢
przysrodkowo w stosunku do pierwszej pary. W pierwszym
etapie stosuje si¢ startery zewngtrzne o niskiej specyficznosci
gatunkowej celem amplifikacji danego fragmentu DNA, za$
w kolejnym etapie przyltaczajg si¢ startery wewnetrzne o wy-
sokiej specyficzno$ci gatunkowej. Takie podejscie powoduje
zwigkszenie specyficznos$ci 1 czuto$ci metody. W klasycznej
metodzie PCR konieczna jest matryca DNA w ilosci 50 pg,
za$ w przypadku nested-PCR juz 50 fg matrycowego DNA
pozwala uzyskac produkty reakcji.

Monitorowanie ekspresji genéw kodujacych enzymy
odpowiedzialne za degradacje weglowodorow [16, 44, 64]
czy detekcja mikroorganizméw biorgcych aktywny udziat
w procesach bioremediacji substancji ropopochodnych [53]
to niektore przyktady zastosowania tej metody w bioreme-
diacji ksenobiotykow ze srodowisk wodnych i glebowych.
Wykorzystanie metody zagniezdzonego PCR pozwolito
wskazaé natychmiastowg ekspresj¢ genu alkB po zaolejeniu
probki gleby [44].

Techniki ,,genetycznego odcisku palca” (fingerprint)

Do technik ,,genetycznego odcisku palca” zalicza sig:
DGGE/TGGE (denaturing/temperature gradient gel elec-
trophoresis), SSCP (single-strand conformation polymor-
phism), RAPD (random amplified polymorphic DNA),
ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis),
RFLP (restriction fragment length polymorphism), T-RFLP
(terminal restriction fragment length polymorphism),
LH-PCR (length heterogeneity PCR), RISA (ribosomal
intergenic spacer analysis), ARISA (automated ribosomal



intergenic spacer analysis). Wspo6lng cecha wszystkich od-
mian techniki fingerprint jest amplifikacja polimorficznego
regionu DNA przy zastosowaniu tradycyjnej reakcji PCR
oraz odpowiednio skonstruowanych starteréw. Natomiast
omawiane techniki r6znig si¢ migdzy sobg sposobem rozdziatu
otrzymanych amplikonéw. Dowolno$¢ sekwencji starterow
prowadzi do niespecyficznego przytaczania si¢ tych fragmen-
tow do kilku miejsc genomu, w wyniku czego uzyskuje si¢
odpowiedni wzor prazkow (od kilku do kilkudziesieciu) zwany
odciskiem palca. Analiza takiego profilu pozwala na ocen¢
wystepowania réznic genetycznych migdzy np. szczepami
tego samego gatunku. W efekcie koncowym otrzymuje si¢
cato$ciowy profil populacji mikroorganizméw wystepujacych
w analizowanym obszarze. Niewatpliwymi zaletami tych
technik jest szybko$¢ oraz mozliwos$¢ réwnoczesnej analizy
kilkw/kilkunastu probek. Zastosowanie technik fingerprint daje
mozliwos¢ oceny wystepowania rdéznic pomigdzy populacja-
mi mikroorganizmoéw, nie zapewnia jednak bezposredniego
okreslenia przynaleznosci taksonomicznej. Ponizej omowiono
metody, ktore sg najczescie] wykorzystywane w badaniach
mikrobiologicznych skazonych srodowisk.

DGGE/TGGE

Elektroforeza w gradiencie denaturujacym DGGE zostala
po raz pierwszy zastosowana jako narzedzie diagnostyczne
ztozonych zespotéw mikroorganizméw w 1993 r., natomiast
juz dekad¢ wcezesniej z powodzeniem pehnita funkcje de-
tektora mutacji w obrebie poszczegolnych genow. Metody
DGGE, jak i TGGE opieraja si¢ na rozdziale amplifikowanych
w reakcji PCR fragmentoéw 16S rRNA, posiadajacych taka
samg dtugosc, ale rozng sekwencje nukleotydows. Rozdziat
amplifikowanych fragmentow DNA (o dlugosci do 500 par
zasad) nastepuje w wyniku zmniejszonej mobilnosci tych cza-
steczek w zelu poliakrylamidowym, w ktorym uformowany
jest liniowo rosngcy gradient czynnika denaturujgcego (forma-
midu czy mocznika) [39, 40] albo temperatury (w przypadku
metody TGGE) [41]. W trakcie elektroforezy w gradiencie
czynnika denaturujacego niektére dwuniciowe fragmen-
ty DNA ulegaja rozdzieleniu na fragmenty jednoniciowe.
Topnienie fragmentéw DNA nastgpuje domenowo. Domena
o danej temperaturze topnienia osiggnie ja w danym miejscu
zelu denaturujgcego, wowczas nastepuje utrata helikalnej
struktury DNA do fragmentu jednoniciowego i migracja
takiej czasteczki ulega spowolnieniu (retardacja). Zatem jed-
noniciowe fragmenty DNA charakteryzuja si¢ zredukowang
ruchliwoscig elektroforetyczng po osiggnigciu swojego punktu
denaturacji. Dzieki temu mozliwy jest rozdziat fragmentow
czasteczek DNA, ktore w formie dwuniciowej majg podobng
ruchliwos¢ przy réznych wtasciwosciach topnienia. Zwykle
do konica 5’ obu starteréw doczepiany jest fragment bogaty
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w guaning i cytozyne (GC), tak aby zapobiec catkowitemu

topnieniu fragmentow DNA. Dobrze rozdzielone prazki

DGGE moga zosta¢ nastgpnie wyciete, ponownie poddane

amplifikacji i zsekwencjonowane lub poddane blottingo-

wi i hybrydyzowane ze specyficzng sondg molekularng.

W przypadku mikroorganizméw glebowych analiza wzoru

prazkéw DGGE, uzyskanego z zastosowaniem uniwersalnych

starterow, jest niezwykle ztozona. Dlatego Miihling i in. [38]

zastosowali odmienne podej$cie, uzywajac starteréw dedy-

kowanych swoistym grupom filogenetycznym.

Zaletami metod fingerprint opartych na wlasciwosciach
topnienia amplifikowanych tancuchéw DNA sg mozliwosci:
* monitorowania przestrzennych i czasowych zmian

w strukturze zespoldw mikroorganizmow,

» obserwacji i monitorowania dominujacych szczepodw
w probce.

Stabymi stronami metod DGGE/TGGE sa:

* podobne temperatury topnienia dla ré6znych fragmen-
tow DNA,

* liczba roznych fragmentoéw DNA, ktora moze zostaé
rozdzielona elektroforetycznie (PAGE),

* heterogenicznos$¢ sekwencji posrod licznych operonow
rRNA dla danej bakterii, co moze zaburza¢ obraz r6zno-
rodnosci zespotu mikroorganizmow,

» ograniczona informacja filogenetyczna uzyskana na pod-
stawie analizy sekwencyjnej pojedynczego prazka DNA,

» nierzadko brak zaleznosci pomiedzy intensywnos$cia
prazka a liczebnoscig danej populacji mikroorganizméw
(intensywny prazek moze w wigkszos$ci przypadkow
oznacza¢ wigksza liczbe kopii poszczegolnego genu w ob-
rebie analizowanego organizmu), co moze powodowaé
niedoszacowanie liczebnos$ci danej populacji.

Metody DGGE/TGGE znajdujg szerokie zastosowanie
w przypadku badan mikroorganizméw srodowiskowych,
zwlaszcza gdy réznorodno$¢ mikroorganizmow jest nie-
znana, dajac mozliwos$¢ uzyskania profilu mikrobiolo-
gicznego oraz $ledzenia zmian w obrgbie populacji na
poszczegdlnych etapach biodegradacji ksenobiotykow
[18, 22, 36]. Hendrickx 1 in. [17] zastosowali DGGE do
badania gend6w monooksygenaz zwigzkow z grupy BTEX
(benzenu, toluenu, etylobenzenu i ksylenow) pozyskanych
ze szczepow zasiedlajacych zanieczyszczone weglowodo-
rami zbiorniki wodne.

Podobne podejscie wykorzystali rowniez Cavalca
iin. [7], ktérzy stosujac metode DGGE wykazali obecno$¢
zjawiska horyzontalnego transferu pomiedzy filogenetycz-
nie dalekimi szczepami Pseudomonas, Mycobacterium
i Bradyrhizobium oraz stwierdzili obecno$¢ genu koduja-
cego monooksygenaze toluenu (zmo). Rownie ciekawe sg
obserwacje Leys i in. [31], ktorzy analizowali populacje
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Sphingomonas pozyskanych z gleb zanieczyszczonych
toksycznymi wielopierscieniowymi weglowodorami aro-
matycznymi (WWA, np. fenantren, piren, naftalen itp.)
o réznym st¢zeniu. Wykazali, Zze probki gleby bogate w fe-
nantren charakteryzowaly si¢ najmniejszg r6znorodnoscia
w obrebie wymienionego rodzaju Sphingomonas. Badania
dotyczace zmian populacji mikroorganizméw zdolnych
do degradacji benzo[a]pirenu, z wykorzystaniem DGGE
jako metody pozwalajacej na §ledzenie zmian struktury
populacji aktywnie uczestniczacych w procesach usu-
wania ksenobiotyku, pozwolily na selekcje najefektyw-
niejszych populacji mikroorganizmoéw. Celem tych badan
byto opracowanie aktywnych zawiesin drobnoustrojow
przeznaczonych do bioremediacji obszaréw skazonych
WWA [35]. Jiiin. [21] badali zmiany w obrgbie populacji
mikroorganizméw w glebach sztucznie zanieczyszczonych
zwigzkami z grupy BTEX, wskazujac wzrost liczby bakterii
z grupy Acinetobacter 1 Bacillus.

PCR-RFLP i T-RFLP

Metoda PCR-RFLP analizy polimorfizmu dtugosci frag-
mentow restrykcyjnych stanowi swoiste potaczenie reakcji
PCR z analiza restrykcyjna. Produkty amplifikacji poddaje
si¢ dziataniu enzymow restrykcyjnych, ktore rozpoznaja
i tng DNA w punktach o okres§lonej sekwencji. Uzyskane
fragmenty poddaje si¢ rozdziatowi elektroforetycznemu, na
podstawie ktorego ocenia si¢ liczbg 1 wielko$¢ powstatych
produktow (tzw. wzdr restrykcyjny). Nastepnie poréwnuje
si¢ je z wzorcami charakterystycznymi dla danych gatunkow.
Po dokonaniu wyboru odpowiedniego genu, ktory zostanie
poddany amplifikacji, metoda ta moze by¢ wykorzystywana
zarowno do identyfikacji mikroorganizméw na poziomie ga-
tunkow, jak i typowania wewnatrzgatunkowego. Niezwykle
waznym elementem determinujgcym skuteczno$é metody
jest uzasadniony wybor restryktaz, gdyz poszczegdlne en-
zymy tng sekwencje w roznych miejscach restrykcyjnych,
prowadzac w ten sposob do powstania odmiennych wzoréw
restrykcyjnych. Metoda ta jest powszechnie stosowana w ba-
daniach zmian struktury w populacjach mikroorganizméw
z zanieczyszczonych §rodowisk [33, 45].

Kolejng metodg stosowang powszechnie w monitorowa-
niu zmian w zbiorowiskach mikroorganizmow jest metoda
T-RFLP, czyli polimorfizm dtugos$ci terminalnych fragmen-
tow restrykcyjnych. Pozwala ona na wykazanie powigzan
mi¢dzygatunkowych pomigdzy poszczegdlnymi mikroorga-
nizmami poprzez porownywanie wzorow polimorficznych.
Pierwotnie technika ta opierata si¢ na trawieniu czasteczki
DNA poprzez enzymy restrykcyjne (endonukleazy), ktore
precyzyjnie rozpoznajg okreslong sekwencje i rozcinajg ja
na odpowiednie fragmenty. Powstate w ten sposob produkty
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poddawano rozdzialowi na zelu agarozowym. Modyfika-
cje tej techniki opieraja si¢ na zastosowaniu hybrydyzacji
typu Southern blot, polegajacej na przeniesieniu z zelu
agarozowego na filtr nitrocelulozowy danego fragmentu
restrykcyjnego oraz jego denaturacji. Powstale w ten spo-
sob zdenaturowane fragmenty DNA hybrydyzuja z sonda
(ok. 300+350 par zasad), wyznakowang radioaktywnym
izotopem (*’P lub **S), biotyng lub fluorochromem. Po
odptukaniu nadmiaru sondy miejsca, do ktorych dotaczyta
si¢ sonda, mozna zaobserwowac, wykorzystujac autoradio-
grafie. Metoda ta cechuje si¢ wysoka czutoscig podczas
wykrywania réznic w dhugosci fragmentow restrykcyjnych
DNA, przy zatozeniu uzycia duzej ilosci wyjsciowego DNA,
niezbednego do trawienia. Przyczyna tych réznic moze
by¢ punktowa mutacja sekwencji (delecje, insercje) badz
utrata lub pojawienie si¢ miejsca restrykcyjnego w obrebie
sekwencji, ktore hybrydyzuje z sonda.

Ewidentnym ograniczeniem metody T-RFLP jest eks-
trakcja DNA, reakcja PCR oraz doboér uniwersalnych ze-
stawow starteroOw. Powszechnie uzywane startery nie sg
w stanie amplifikowa¢ wszystkich sekwencji bakteryjnych,
gdyz sekwencje tych starterow opieraja si¢ na istniejgcych,
zdeponowanych sekwencjach 16S rRNA hodowalnych mi-
kroorganizméw. Takie podejécie z pewnoscig zaburza pelny
obraz ztozono$ci probek srodowiskowych poprzez wyklu-
czenie mikroorganizméw niehodowalnych. Prawidlowe
oszacowanie rzeczywistej roznorodnosci drobnoustrojow
przy wykorzystaniu metody T-RFLP jest trudne ze wzgledu
na: (a) specyfike techniki PCR, ktora pozwala okresli¢ tylko
gatunki dominujace, gdyz ich DNA przewaza, oraz (b) r6zng
liczb¢ kopii genu w obrebie réoznych gatunkow.

Ze wzgledu na szybko$¢, powtarzalnosé i standaryzacje
metody — T-RFLP jest z powodzeniem stosowane w ba-
daniach zmian populacji mikroorganizméw [24, 25, 51].
Przykladem jest praca Mirallesa i in. [37], ktéra opisuje
zmiany w zbiorowiskach bakterii z grupy SRB w odpowie-
dzi na skazenie ropg naftowg. Réwniez Grace Liu i in. [15]
wykorzystali te technike jako narzedzie diagnostyczne do
detekcji powigzan i oddzialywan (m.in. dominacji) miedzy
mikroorganizmami oraz w badaniach zmiennos$ci w obrgbie
zbiorowisk mikroorganizmoéw w trakcie procesu bioremedia-
cji. T-RFLP cechuje si¢ wysoka rozdzielczos$cia i czutoscia,
z drugiej strony za$ metoda ta jest silnie uzalezniona od:
etapu amplifikacji 16S rRNA w reakcji PCR, wyboru metody
ekstrakcji DNA, a takze wyboru starteroéw. Porownujac te
metod¢ z DGGE/TGGE, mozna zauwazy¢ jej stabg strong,
zwigzang z brakiem mozliwo$ci uzyskania petnej informacji
filogenetycznej, gdyz prazki odpowiadajgce poszczegol-
nym sekwencjom sa zbyt krétkie, aby mdc dokonaé ich
sekwencjonowania.



RISA (analiza rybosomalnych sekwencji
miedzygenowych) i ARISA (automatyczna analiza
rybosomalnych sekwencji miedzygenowych)

Metody te opierajg si¢ na analizie rybosomalnych se-
kwencji miedzygenowych, a dokladniej na analizie poli-
morfizmu dtugosci sekwencji fragmentu tgcznikowego DNA
wystepujacego migdzy genami 16S 1 23S rRNA w genomie
bakteryjnym (ITS — intergenic spacer). Pierwszym etapem
badan jest wykonanie PCR regionu tacznikowego, nastepnie
przeprowadza si¢ denaturacje uzyskanych amplikonéw, ktore
poddawane sg rozdziatlowi elektroforetycznemu na zelach
poliakrylamidowych czy agarozowych. W przypadku metody
RISA sekwencje polimorfizmu wykrywane sa w barwieniach
srebrem, za§ w ARISA koncowy starter jest znakowany flu-
orochromem i1 wykrywany automatycznie. Region ITS jest
odpowiedzialny za kodowanie tRNA; tym samym metody te
sg wykorzystywane do roznicowania gatunkoéw mikroorgani-
zmow. Ze wzgledu na wysoki polimorfizm dhugosci sekwencji
ITS roznice wystepuja w obrgbie bardzo blisko spokrew-
nionych mikroorganizméw, a nawet w tej samej komorce,
wowczas gdy operon wystepuje w kilku kopiach. Dzigki temu
metoda ta jest stosowana do okre$lania struktury populacji
mikroorganizméw wystepujacych w analizowanym ekosys-
temie. Przyktadem zastosowan RISA sa badania Erikssona
iin. [14], ktorzy wykorzystali t¢ metod¢ do okreslenia zmian
populacji mikroorganizmoéw uczestniczgcych w biodegradacji
WWA w niskich temperaturach. Rowniez Rosano-Hernandez
11in. [50] zastosowali RISA do
przedstawienia réznic w ilosci,
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Analiza kwasow nukleinowych w oparciu o hybrydyzacje

Kolejng grupe stanowig metody dziatajace na podstawie
zjawiska hybrydyzacji, ktoére wystepuje pomigdzy dwoma do-
wolnymi jednoniciowymi tancuchami kwaséw nukleinowych
(DNA:DNA, DNA:RNA, RNA:RNA). O sukcesie hybrydy-
zacji decyduje komplementarne oddziatywanie par zasad,
w efekcie czego powstaja stabilne struktury dwuniciowe.

Hybrydyzacja in situ

Hybrydyzacja in situ (ISH — in situ hybridization) pole-
ga na komplementarnym oddziatywaniu wyznakowanego
fragmentu RNA lub DNA o znanej sekwencji (sonda oli-
gonukleotydowa) z nieznanym materiatem genetycznym
w badanej probce.

Metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, FISH
(florescence in situ hybridization), polega na identyfika-
cji okreslonej sekwencji oligonukleotydowej w badanym
materiale przy uzyciu swoistej sondy oligonukleotydowe;j
znakowanej fluorescencyjnie. Sonda oligonukleotydowa
stosowana w technice FISH to na ogét fragment o maksymal-
nej dhugosci do 30 nukleotydow, ktory na koncu 5’ zawiera
znacznik fluorescencyjny. Dzieki temu mozliwa jest detekcja
kompleksu sonda—szukana sekwencja kwasu nukleinowego
pod mikroskopem fluorescencyjnym. Najczesciej sondy
projektowane sg na bazie sekwencji genow 16S rRNA lub
rzadziej 23S rRNA. Na tej podstawie mozliwe jest ustalenie

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)
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Rys. 2. Ogolna zasada metody FISH (zrodto: www.biovisible.com/indexRD.php?page=fish)
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przynaleznosci filogenetycznej danego mikroorganizmu.
Obecny postep wiedzy w zakresie bioinformatyki daje moz-
liwo$¢ samodzielnego zaprojektowania sond dla okreslonego
mikroorganizmu na podstawie wczesniej poznanej sekwencji
danego genu. W tym celu stosuje si¢ m.in. oprogramowanie
ARB [29, 34]. Niewatpliwg zaletg techniki FISH jest brak
konieczno$ci wezesniejszego izolowania DNA Iub RNA.
Co wigcej, intensywnos$¢ sygnatu fluorescencyjnego jest
skorelowana z zawarto$cig komorkowego RNA oraz etapem
wzrostu danego mikroorganizmu. Tym samym mozliwa jest
ocena poziomu metabolizmu komdrkowego, wynikajacego
z liczby aktywnych rybosomow w komorce.

FISH, poza analizg jako$ciowa, umozliwia ocen¢ liczeb-
nos$ci populacji mikroorganizmoéw w analizowanej probce
poprzez komputerowg obrobke (np. program DAIME — digital
image analysis in microbial environment) zdjg¢ wykonanych
przy zastosowaniu mikroskopu fluorescencyjnego (patrz:
przyktady na rysunkach 3a i 3b). Ponizej wymieniono gtéwne
zalety i wady omawianej metody.

Zalety:

* metoda szybka i tatwa, przy zatozeniu, ze wymagane
sondy sg dostgpne,

* pozwala na bezposrednig analiz¢ mikroorganizmow, kto-
rych izolacja jest utrudniona badz niemozliwa,

* w wiekszosci przypadkow umozliwia petng analizg jako-
$ciowg mikroorganizméw wystepujacych w danej probcee,

* umozliwia analiz¢ ilo$ciowa poszczegdlnych grup mikro-
organizmow, przewazajac tym samym nad klasycznymi
czy innymi metodami molekularnymi,

* pozwala na detekcje aktywnych mikroorganizmow.

Wady:

» projektowanie, a nast¢gpnie optymalizacja warunkow
hybrydyzacji dla nowej sondy wymagaja doswiadczenia
i s3 niezwykle trudne, a otrzymane rezultaty nie zawsze
moga by¢ satysfakcjonujace,

 analizy strukturalne agregatéw, m.in. biofilméw, wyma-
gaja mikroskopu konfokalnego,

» projektowanie swoistych sond oligonukleotydowych
dedykowanych konkretnym grupom mikroorganizmow
jest skomplikowane i nie we wszystkich przypadkach
mozliwe,

» w przypadku detekcji i analizy iloSciowej okreslonego
drobnoustroju wymagana jest znajomos¢ sekwencji rRNA
(16S rRNA lub 23S rRNA), w celu zaprojektowania,
a nastepnie syntezy sondy dedykowanej temu mikroor-
ganizmowi,

* wymagana jest wczesniejsza wiedza na temat analizo-
wanego ekosystemu, jak rowniez ogdlna znajomos¢ do-
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Rys. 3b. Mycobacterium frederiksbergense IN53
(GenBank: JN572675)

tyczaca grup mikroorganizmow wystepujacych w tym

srodowisku.

Powaznymi ograniczeniami stosowania metody FISH sa:
niska intensywnos$¢ sygnatu, autofluorescencja tta czy nie-
dostepnos¢ badz ograniczony dostep do sekwencji wigzacej
si¢ z sondg, co powoduje utrudnienia zwigzane z prawidlowa
interpretacjg obrazu mikroskopowego. Chcgc przezwycigzy¢
te problemy, rozwini¢to pochodne techniki FISH, w ktorych
proponuje si¢ rozwigzania majgce na celu wzmocnienie sy-
gnalu m.in. poprzez zastosowanie fluorochromu o intensyw-
niejszej emisji, drugiego fluorochromu na koncu 3’ sekwencji
(metoda DOPE-FISH) czy chloramfenikolu, aby zwigkszy¢
zawarto$¢ TRNA w aktywnej komorce bakteryjnej. W tablicy 1
przedstawiono najwazniejsze metody bedgce pochodnymi
standardowej metody FISH. Jedng z wazniejszych metod al-
ternatywnych jest CARD-FISH (catalyzed reporter deposition
FISH), ktora znajduje szczegdlne zastosowanie w analizach
ztozonych uktadow o wyraznej autofluorescencji [13].

Metody FISH i CARD-FISH powszechnie wykorzystywane
sg w badaniach dotyczacych biordéznorodnosci mikroorgani-
zmow glebowych [12, 13, 52]. Tischer i in. [59] zastosowali
metod¢ CARD-FISH w badaniach dotyczacych oceny sktadu
populacji mikroorganizmoéw w osadach pobranych z zanie-
czyszczonych weglowodorami zbiornikow wodnych. Celem
tej pracy byta miedzy innymi ocena zmian w liczebnosci bak-
terii nalezagcych do grup a-Proteobacteria, y-Proteobacteria,
Bacteroidetes pozyskanych z gleb zawierajacych WWA [59].
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Tablica 1. Modyfikacje metody FISH [2, 30, 57, 61, 65]

CARD-FISH (catalyzed
reporter deposition FISH)

Niska zawarto$¢ rRNA w komorkach docelowych wymaga zastosowania metody CARD-FISH, w kto-
rej sygnat zostaje wzmocniony poprzez zastosowanie uktadu HRP (peroksydazy chrzanowej) i tyrami-
du (TSA — tyramide signal amplification).

PNA-FISH (peptide
nucleic acid FISH)

W PNA-FISH wykorzystuje si¢ fluorescencyjnie znakowane sondy PNA, ktore r6znig si¢ pod wzgle-
dem chemicznym od sond wykorzystywanych w standardowej metodzie FISH, CARD-FISH, DOPE-
FISH. Sondy PNA to czasteczki kwasu peptydonukleinowego, ktére nasladuja czasteczk¢ DNA, jedyna
roéznica polega na zastapieniu ujemnie natadowanego szkieletu fosforanowo-cukrowego oboj¢tnym
elektrycznie fragmentem poliamidowym lub peptydowym. Niestety, sekwencje powszechnie uzywa-
nych sond oligonukleotydowych nie moga by¢ prosto przeniesione na sekwencje sond PNA; ponadto
wymaga sie¢, aby byty one nieco krotsze (14+15 monomeroéw). Powyzsze czynniki oraz koszt tej meto-
dy znaczgco ograniczajg jej wykorzystanie.

RING-FISH (recognition
of individual genes FISH)

RING-FISH jest kolejnym wariantem metody FISH, w ktorym identyfikuje si¢ pojedyncze geny. Wie-
lokrotnie znakowana sonda oligonukleotydowa stuzy do identyfikacji pojedynczego genu na chromo-
somie bakteryjnym.

DOPE-FISH (double
labelling of oligonucelotide
probes FISH)

Przyczyny stosowania modyfikacji DOPE-FISH sa analogiczne jak w przypadku CARD-FISH, z tym
ze metoda ta jest znacznie prostsza i tansza w porownaniu z CARD-FISH. Opiera si¢ na zastosowaniu
podwdjnie znakowanej sondy oligonukleotydowej (znaczniki fluorescencyjne zostaja przytaczone do
koncow 3’1 5’ sekwencji oligonukleotydowej), co powoduje blisko 3-krotny wzrost intensywnos$ci
sygnatu sondy bez dodatkowego wplywu na kinetyke reakcji hybrydyzacji i swoisto$¢ sondy.

MAR-FISH (FISH-mi-
croautoradiography)

Metoda stanowi potaczenie dwoch metod in situ: mikroautoradiografii i FISH. Podejscie MAR-FISH
opiera si¢ na wykorzystaniu podtoza zawierajacego w swoim skladzie znakowane radioizotopowo sub-
straty organiczne i nieorganiczne (**C, *H, *S itp.), ktérych umiejscowienie okre$la sie na podstawie
obserwacji mikroskopowych. W polaczeniu z metodg FISH mozna uzyska¢ obraz poboru okreslonych

substratow zawartych w probce.

[losciowe zmiany populacji mikroorganizmow wystepujacych
w Srodowiskach zanieczyszczonych weglowodorami, zwtasz-
cza WWA, moga by¢ monitorowane za pomoca techniki FISH
[5, 8, 49]. W wigkszosci przypadkow jednak techniki FISH sa
stosowane w polaczeniu z technikami fingerprint, takimi jak
DGGE [11, 43, 58] czy T-RFLP [20, 28].

Mikromacierze DNA (chipy DNA)

Mikromacierze DNA (inaczej chipy genowe lub czujniki
DNA) zyskaly ogromna popularno$¢ wraz z zastosowaniem
ich w badaniach profilu ekspresji genow, ze wzgledu na
mozliwos$¢ $ledzenia tysiecy reakcji zachodzacych na po-
ziomie molekularnym na plastikowym nosniku o wymiarach
nie wiekszych niz szkietko przykrywkowe. Mikromacierze
DNA stanowig dwuwymiarowy uktad sond molekularnych
umieszczonych na statym podtozu w $cisle okreslonym po-
rzadku. Zasada ich dziatania jest stosunkowo prosta i opiera
si¢, podobnie jak w technice FISH, na zasadzie hybrydyzacji
komplementarnych fragmentéw kwaséw nukleinowych. Son-
dy DNA o znanej sekwencji nukleotydowej umieszczone sg na
statym podtozu, na ktore nastgpnie naktada si¢ wyznakowang
fluorescencyjnie probke, pochodzaca z badanego materiatu
biologicznego. Na podtoze mozna nanie$¢ jednorazowo kilka
tysigey sond, dzigki czemu w jednym eksperymencie mozna
zbada¢ ekspresje kilkuset, a nawet i tysigcy genow.

Ze wzgledu na budowe, sposob otrzymywania oraz zasade
dzialania wyrodznia si¢ dwa rodzaje mikromacierzy: (1) mi-
kromacierze cDNA 1 (2) mikromacierze oligonukleotydowe.
Zasadnicza réznica pomig¢dzy tymi dwoma systemami dotyczy
dtugosci zastosowanych sond.

Mikromacierze oligonukleotydowe nazywane sa macierza-
mi oligonukleotydowymi o wysokiej gestosci badz chipami
DNA, co nawigzuje do systemu Genechip, stosowanego do
ich syntezy. Charakteryzujg si¢ one wysoka specyficznoscia,
umozliwiajac odroéznienie nici sensownych od antysensow-
nych czy wykazanie réznych wariantow sktadania genu
(splicing). Z drugiej strony, opracowanie tego typu mikro-
macierzy wymaga znajomosci sekwencji i organizacji geno-
mu, co powoduje wzrost kosztow produkcji. Dhugos¢ sond
w przypadku tej technologii wynosi 10+80 par zasad, przy
czym dtuzsze sondy sa bardziej swoiste dla poszczegdlnych
genow docelowych. Wérod sond zaznacza si¢ podzial na dwie
kategorie: dlugie (okoto 70 merow) i krétkie (20+25-merowe).

Te pierwsze uzyskuje si¢ w reakcjach zachodzacych
w syntetyzerach, a nastepnie nadrukowuje si¢ je na plytke.
Technologia produkcji krotkich sond opiera si¢ na sterowanej
Swiattem syntezie chemicznej in situ (synteza fotolitograficz-
na), potaczonej z jednoczesng immobilizacjg produktu na
podtozu statym. W konsekwencji uzyskuje si¢ ptytki o bardzo
duzej gestosci zadruku. Dodatkowa zaleta stosowania tych
macierzy jest omini¢cie etapu PCR. Macierze oligonukle-
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otydowe sg powszechnie stosowane w detekcji mutacji,
monitorowaniu ekspresji czy mapowaniu genu.

W przypadku mikromacierzy cDNA stosunkowo dhugie
czasteczki DNA (500+5000 par zasad) automatycznie na-
drukowywane sa na powierzchni szkta czy silikonu. Sondy
takie uzyskuje si¢ w wyniku klonowania produktow reakcji
odwrotnego PCR (RT-PCR), stosujac chromosomalny DNA
jako matryce, a nastgpnie sondy poddaje si¢ oczyszczeniu
(np. metoda filtracji zelowej) [4]. W obecnych warunkach
rozwoju techniki na powierzchni¢ odpowiednio przygo-
towanego szkietka mikroskopowego nanosi si¢ do okoto
25 tys. sond cDNA. Niewatpliwie zaletg tej metody jest
mozliwos$¢ badania ekspresji gendw bez znajomosci ich pelnej
sekwencji, cho¢ konieczne jest zastosowanie odpowiednich
klonéw DNA. Omawiany typ mikromacierzy jest bardziej
powszechny i znacznie tanszy w poréwnaniu z chipami
DNA. Dodatkowo istnieje mozliwos¢ modyfikowania sktadu
tych mikromacierzy poprzez nadrukowywanie nowych sond
c¢DNA w miar¢ poznawania mechanizmow ekspresji genow
w analizowanym mikroorganizmie.

Poza przedstawionymi powyzej systemami istnieja inne,
mniej spopularyzowane, jak np. system Luminex, wykorzy-
stujagcy powierzchni¢ mikrokuleczek jako miejsce immobi-
lizacji oligonukleotydow, ktore poddaje si¢ hybrydyzacji ze
znakowanym fluorescencyjnie RNA.

Zastosowanie mikromacierzy zaktada nastgpujace etapy [23]:

1) syntez¢ sond DNA i ich immobilizacj¢ na powierzchni
statego podtoza,

2) izolacje¢ i fluorescencyjne wyznakowanie probki z anali-
zowanego preparatu (materiatu),

3) hybrydyzacje,

4) zebranie i ocen¢ uzyskanych wynikow.

Intensywnos$¢ sygnatu pochodzacego od poszczegdlnych
sond jest wprost proporcjonalna do ilosci komplementarnej
sekwencji kwasu nukleinowego wystepujacej w analizowa-
nej probcee.

Najczestszym zastosowaniem mikromacierzy jest badanie
rdznic w ekspresji genow jako funkcji dowolnych zmiennych.
W literaturze mozna znalez¢ przyktady wykorzystania tego
narz¢dzia w wykrywaniu bakterii, w badaniach biorézno-
rodnosci mikroorganizméw czy ekspresji genow w obrebie
czystych kultur [10], jak i probek srodowiskowych. Jednak
w przypadku tych ostatnich uzyskiwany obraz jest niezwykle
skomplikowany i jego prawidlowa interpretacja wymaga
duzego do$wiadczenia. Mikromacierze DNA sg réwniez
wykorzystywane do poszukiwania genow uczestniczacych
w réznych procesach metabolicznych, dostarczajac w ten spo-
sob informacji o réznorodnosci funkcjonalnej. Opracowanie
takiej platformy wymaga jednak zastosowania specyficznych
sond tarczy. Ten rodzaj mikromacierzy zostal zastosowany
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m.in. w badaniach procesow biodegradacji weglowodorow.
Celem tych badan byta detekcja genow kodujacych mono-
i dioksygenazg benzenu [19] czy genow kodujacych enzymy
zwigzane z metabolizmem naftalenu [48]. Opierajac si¢ na
dotychczasowych aplikacjach opisywanej metody 1 biorgc
jako kryterium podziatu typ uzytych sond, wyrdznia si¢ trzy
dominujgce typy mikromacierzy DNA stosowane w badaniach
srodowiskowych: (1) macierze dedykowane grupie genow
funkcjonalnych (FGA — functional gene array), (2) macierze
zawierajace caly genomowy DNA (CGA — community genome
array), (3) macierze oligonukleotydowe filogenetyczne (PGA
— phylogenetic oligonucleotide array). FGA projektowane
sa w taki sposdb, aby zawiera¢ sondy komplementarne do
gendw kodujacych kluczowe enzymy biorace udzial w rdzno-
rakich procesach zachodzacych w §rodowisku, np. degradacji
ksenobiotykow, redukceji siarczanow czy denitryfikacji. Taki
rodzaj platform wykorzystywany jest w okresleniu funkcjo-
nalnej aktywnosci populacji mikroorganizméow w srodowisku.
Przyktadowo Nyyssonen i in. [42] w badaniach dotyczacych
drobnoustrojéw wykazujacych zdolnosci rozktadu WWA
zaproponowali zastosowanie niewielkiej mikromacierzy
DNA, zawierajacej 15 sond. Mikroorganizmy zostaty wy-
izolowane ze §rodowiska wodnego, silnie skazonego tym
typem ksenobiotykéw. Sekwencje zastosowanych sond byty
komplementarne do sekwencji genéw posrednio zwigza-
nych z biodegradacja weglowodorow. Na podstawie analizy
PCR-DGGE okreslono filogenetyczng przynaleznos$é uzyska-
nych izolatow, wérdd ktorych dominowali przedstawiciele
klas B-, y-Proteobacteria, rodziny Bacteroidaceae oraz ro-
dzaju Clostridium. Ponadto potwierdzono obecno$¢ genow
uczestniczacych w réznych etapach biodegradacji WWA,
wskazujac na istnienie wewnetrznego potencjatu biode-
gradacyjnego. Podobnie Yergeau i in. [63], wykorzystujac
mikromacierz zbudowang ze 140 produktéw amplifikacji PCR
gendw zwiazanych z degradacja m.in. alkanow, zwiazkow
aromatycznych czy redukcjg metali, stwierdzili obecno$é
az 132 tego typu gendéw w analizowanych probkach gle-
by pochodzacych z kanadyjskiej stacji arktycznej Alert.
Dodatkowo badacze zaobserwowali zalezno$¢ pomiedzy
wystepowaniem genow degradacji alkanow, fenolu, izopro-
pylobenzenu w probkach zanieczyszczonych z Alert, podczas
gdy geny zwigzane z degradacja katecholu czy toluenu ujaw-
nity si¢ w przypadku probek gleby nieskazonej. PGA naleza
do klasy macierzy oligonukleotydowych i z powodzeniem
wykorzystywane sg do analizy sktadu i struktury zespotow
drobnoustrojow wystepujacych w srodowisku. Mikromacierze
CGA s3 doskonatym narzedziem do charakterystyki zespotow
mikroorganizmow i opisywania poszczegolnych drobnoustro-
jow na tle grup, w ktérych one naturalnie wystgpuja. Tutaj
wymagane jest posiadanie calego genomowego DNA, ktory



zostat wyizolowany z czystych kultur mikroorganizmow.
Niestety, takie podej$cie obarczone jest wadami, wynikaja-

artykuty

cymi z posiadania dajacych si¢ hodowaé¢ mikroorganizméow
na etapie przygotowania macierzy.

Tablica 2. Zalety i ograniczenia niektérych metod molekularnych stosowanych w badaniach ekspresji genetyczne;j

drobnoustrojow glebowych [26]

Identyfikacja i ilosciowe oznaczenie aktywnych metabolicznie
mikroorganizmow in situ. (1) Detekeja, identyfikacja oraz iloscio-
Ograniczenia: wa ocena aktywnych metabolicznie
Fluorescencyjna (1) fluorescencja tta, zwtaszcza w przypadku probek gleby, mikroorganizméw (posiadajacych
hybrydyzacja in situ zaburza uzyskanie prawidtowego obrazu aktualnego stanu aktywne rRNA).
(FISH) mikrobiologicznego badanego ekosystemu, (2) Analiza porownawcza zmian struktury
(2) w przypadku standardowej metody FISH jedynie ograni- zespotow mikroorganizméw w wyni-
czona liczba sond moze zosta¢ jednorazowo uzyta w poje- ku skazenia gleby ksenobiotykami.
dynczym eksperymencie.
Sktad zespotu mikroorganizmoéw oraz oznaczenie wzgledne;j . . . .
. L ., Poroéwnawcza analiza rozmieszczenia
liczby dominujgcych drobnoustrojow. .. . . .
PCR-T-RFLP . . . Lo . populacji, monitoring zmian w sktadzie
Ograniczenie: wymagane jest uzycie wielu enzymow restryk- . . .
; \ L. L zespotu wszystkich mikroorganizméow.
cyjnych, aby zobrazowa¢ populacje mikroorganizmow.
Genetyczny ,,0dcisk palca”, uzyskanie profilu zespotéw mikro-
organizmow, okreslenie przynalezno$ci dominujgcych mikro-
organizmow poprzez sekwencjonowanie wybranych prazkéw. | Porownawcza analiza rozmieszczenia
Techniki fingerprint Ogr.aniczenia': ) o . Populacji, okres'!enie przestr;ennych ’
PCR-DGGE/TGGE (H 1nformgqa dotyc.za,ca sekwencji populacji mikroorgani- i gzasowych zmian w sk%afime zespotow .
zmow jest ograniczona do fragmentu 500 par zasad 16S mikroorganizméw. Obecnie DGGE uznaje
rRNA, si¢ jako rutynowa metode fingerprint.
(2) wystepowanie wielu prazkow na wzorach zwigzane z hete-
rogeniczno$cia w obrebie 16S rRNA.
Zapewnia rownolegle uzyskanie informacji dotyczacej rézno-
rodnos$ci na poziomie filogenetycznym i funkcjonalnym.
. . Ograniczenia: Umozliwia uzyskanie obrazu analizowa-
Mikromacierze DNA (1) wystepowanie hybrydyzacji krzyzowych (cross- nej gleby in situ.
hybridization) pomiedzy sekwencjami o niskiej homologii,
(2) brak specyficznosci i niska czuto$¢é metody.

Gleba to uktad wysoce ztozony i bogaty pod wzgledem mi-
krobiologicznym. Powszechnie stosowane metody molekularne
pozwalajg §ledzi¢ zmiany bior6znorodnosci mikrobiologicznej
tego srodowiska oraz dostarczajg informacji dotyczacej drob-

Podsumowanie

w badaniach monitoringowych postepu usuwania ksenobioty-
kow, co dodatkowo przyczynia si¢ do zwigkszenia $wiadomosci
i wzrostu spotecznej akceptacji dla procesow sterowanych
biologicznie. Tym samym zrozumienie ekologicznych zalez-

noustrojéw niedajacych si¢ hodowac. Jednak ograniczenia

stosowania tych metod, wymienione w tablicy 2, umozliwiajg

jedynie czgéciowy opis danego aspektu tej ztozonosci.
Skazenie gleby substancjami ropopochodnymi powoduje

nosci migdzy autochtonicznymi i allochtonicznymi szczepami
uczestniczacymi w procesach degradacji jest konieczne, aby
w sposob przemyslany kontrolowac¢ zabiegi biooczyszczania.
Przy obecnym stanie wiedzy oraz uwzglgdniajac ograniczenia
zmiang populacji mikroorganizmoéw. Tym samym zrozumienie  techniczne, niemozliwe jest uzyskanie pelnej, jednoznacznej
proceséw bioremediacji zachodzacych w skazonym $rodowisku
wymaga zastosowania wyrafinowanych technik diagnostycz-

nych, m.in. molekularnych metod mikrobiologicznych. Ich

informacji dotyczacej oddziatywan mig¢dzy tymi drobno-
ustrojami. Aby rozwigza¢ ten problem, proponuje si¢ wybor
szczepu docelowego (target strain), ktdry nastepnie zostanie
dynamiczny rozwoj umozliwit poszerzenie dotychczasowego  wyznakowany przed zmieszaniem z innymi mikroorganizma-
stanu wiedzy w zakresie zlozono$ci oddziatywan migdzy = mi. Omawiany zabieg umozliwi §ledzenie zmian aktywnosci
mikroorganizmami oraz ich roznorodnosci funkcjonalnej  fizjologicznej 1 biochemicznej (adaptacja do okreslonych
w procesach bioremediacji srodowisk skazonych substancjami ~ warunkéw srodowiskowych lub jej brak), co pozwoli ocenié

ropopochodnymi. Metody te sg z powodzeniem stosowane  potencjalng role, jaka odgrywa ten mikroorganizm.
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Skréty:

ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis) —
analiza amplifikowanych fragmentéw rybosomalnego DNA
BTEX (benzene, toluene, ethylobenzene, xylene) — benzen,
toluen, etylobenzen, ksylen

c¢DNA — komplementarny DNA

DAPI — 4°,6-diamidyno-2-fenyloindol

DGGE/TGGE (denaturing/temperature gradient gel elec-
trophoresis) — elektroforeza w gradiencie czynnika denatu-
rujacego (DGGE), elektroforeza w gradiencie temperatury
(TGGE)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP — trifosforany deoksynukleotydow

MEOR (microbial enhanced oil recovery) — mikrobiologiczne
wspomaganie wydobycia ropy naftowej

nested PCR — zagniezdzony PCR

Prosimy cytowac jako: Nafta-Gaz 2013, nr 11, s. 829-842

PCR (polymerase chain reaction) — reakcja tancuchowa
polimerazy

RAPD (random amplified polymorphic DNA) — losowo
amplifikowany polimorficzny DNA

Real-time PCR — reakcja PCR w czasie rzeczywistym
RISA (ribosomal intergenic spacer analysis) — analiza ry-
bosomalnych sekwencji miedzygenowych

RT-PCR (reverse transcription PCR) — odwrotna transkrypcja
potaczona z tancuchowa reakcja polimerazy

SSCP (single-strand conformation polymorphism) — poli-
morfizm konformacji pojedynczej nici DNA

T-RFLP (terminal restriction fragment length polymor-
phism) — polimorfizm dlugo$ci terminalnych fragmentéw
restrykcyjnych

WWA — wielopierScieniowe weglowodory aromatyczne
VBNC (viable but nonculturable) — zywe, lecz niedajace si¢
hodowac (drobnoustroje)

Artykut powstal w ramach realizacji pracy statutowej INIG (DK-4100-55/12), finansowanej przez MNiSW.
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