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Methods used in the evaluation of the organic wastes influence on soil microbial activity

Abstract: Organic wastes are useful in agriculture as organic and nutrients fertilizers. Changes in soil environment after application of
organic wastes may be successfully controlled using conventional and molecular methods. Microorganisms play important role in soil
organic matter transformations. Evaluation of their enzymatic activity, functional and genetic diversity can be used as sensitive tool to
asses soil quality and fertility. It is important to combine conventional microbiological methods with molecular techniques, to obtain more
information about population of soil microbiota.
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1. Wprowadzenie

Réznorodnosé mikroorganizméw glebowych oraz
roslin uprawnych w znaczny sposéb wplywa na funkcjo-
nowanie ekosystemoéw ladowych, szczegdlnie agroekolo-
gicznych [17]. Utrzymywanie réwnowagi pomiedzy bio-
logicznymi, chemicznymi i fizycznymi komponentami
gleby stanowi o jej jakosci i przydatnosci produkeyjnej
[42]. Bardzo czulym wskaznikiem zmian zachodzacych
w $rodowisku glebowym jest aktywno$¢ mikroorganiz-
mow glebowych [48]. Dynamika zmian zachodzacych
w obrebie ekosystemdw glebowych ma istotne znacze-
nie w ocenie stanu i mozliwosci wykorzystania gleby
[53]. Mikroorganizmy odgrywaja istotng role, pelniac
szereg funkcji, m.in. w: utrzymaniu struktury gleby,
humifikacji, uwalnianiu zwigzkéw organicznych, uty-
lizacji zanieczyszczen oraz uczestniczg w procesach
transformacji materii organicznej [59].

W rolnictwie oraz w zabiegach rekultywacji gleby
coraz cze$ciej wykorzystywane sa odpady organiczne,
pochodzace z przetwodrstwa owocowo-warzywnego,
mleczarskiego, ziemniaczano-krochmalniczego oraz
zaktadow browarniczych, produkeji zelatyny, przetwor-
stwa rybnego i rzezni, ktérych zastosowanie z jednej
strony pozwala na ochrong gleby stabilizujac materig
organiczng, z drugiej za$ jest sposobem rolniczego
zagospodarowania i utylizacji odpad6w organicznych.
Wiekszos¢ odpadow zawiera cenne skladniki odzywcze,

ktore moga by¢ wykorzystywane do poprawy Zyznosci
gleby. Jest to tym bardziej wazne, iz intensywna uprawa
roli prowadzi do stopniowej degradacji materii orga-
nicznej w glebie, wplywajac na pogorszenie jej whasci-
wosci fizycznych, chemicznych i biologicznych [58].

2. Odpady organiczne

Amerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (US
EPA - United States Environmental Protection Agency)
wprowadza przepisy, ktore majg na celu ochrone zdro-
wia publicznego oraz srodowiska przed chemicznymi
i mikrobiologicznymi zanieczyszczeniami, jakie wyste-
puja m.in. w osadach $ciekowych i pofermentacyjnych.
Z danych EPA wynika, ze 66% z 1,2 mln t osadow $cie-
kowych jest wykorzystywanych w celu zwigkszenia
zawarto$ci sktadnikéw mineralnych i poprawienia
kondycji gleb uzytkowanych rolniczo. Obecnie EPA
wprowadza nowe standardy w celu ograniczenia wyste-
powanie dioksyn i ich pochodnych w tych odpadach.
Poprzednie przepisy ogélnie regulowaly postepowanie
z osadami $ciekowymi na etapie ich ostatecznego wyko-
rzystania lub utylizacji i dotyczyly aplikacji odpadow
i ich przetworzonych form, wykorzystywanych jako
nawoz do gruntéw, utylizacji na gruntowych sklado-
wiskach powierzchniowych (wysypiskach) oraz utyliza-
cji poprzez spalanie [84]. W Polsce polityke dotyczaca
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charakterystyki i postegpowania z odpadami, czy osa-
dami $ciekowymi reguluje Uchwala Rady Ministrow
Nr 233 z dnia 29 grudnia 2006 r. w sprawie ,,Krajowego
planu gospodarki odpadami 2010, wskazujac na ogra-
niczenia ekonomiczne i dopuszczalne parametry jako-
$ciowe, bedace wyznacznikami rolniczego lub rekulty-
wacyjnego zastosowania osadow $ciekowych [85].
Odpady komunalne. Zaodpady komunalne
uwazane s3 ,odpady powstajagce w gospodarstwach
domowych, a takze odpady niezawierajace odpadow
niebezpiecznych, pochodzace od innych wytworcow
odpadoéw, ktore za wzgledu na swoj charakter i sklad
s3 podobne do odpadéw powstajacych w gospodarstwie
domowym”. Nalezg do nich komunalne osady sciekowe,
powstajace w procesie oczyszczania $ciekdw. Odsetek
powstajacych osadéw uwarunkowany jest stopniem roz-
ktadu substancji organicznych, zawartoscig zanieczysz-
czen w $ciekach oraz przyjeta i realizowana metoda
oczyszczania. 2875 oczyszczalni $ciekéw w Polsce
w roku 2004 wyprodukowalo w sumie 476 tysiecy
ton komunalnych osadéw $ciekowych w przeliczeniu
na sucha mase, z czego 28,1% bylo wykorzystanych
w rekultywacji terenéw, w tym gruntéw na cele orne,
17,0% bylo uzytych w rolnictwie, a 7,6% zastosowanych
do uprawy roslin przeznaczonych do produkcji kom-
postu [85]. Powstawanie $ciekéw komunalnych na dro-
dze fizykochemicznych lub biologicznych metod, wiaze
sie ze znacznymi kosztami. Zwigzane jest to z etapem
odwadniania osadu w celu zmniejszenia jego objetosci
do celéw transportowych i ekonomicznego przecho-
walnictwa. Zdolno$¢ do odwadniania osadéw zalezy
od zawartosci w nich materii organicznej [65].
Odpady inne niz komunalne. W Polsce
odpady, inne niz komunalne, ktérych zagospodarowa-
nie stwarza problemoéw zostaly podzielone na 10 grup.
Do grupy 02 zaliczano odpady pochodzace z rolnictwa,
sadownictwa, upraw hydroponicznych, rybolowstwa,
lesnictwa, lowiectwa oraz przetworstwa zywnosci.
Powstaja one w znacznej ilosci w: ubojniach, zakla-
dach przetwdrstwa migsnego, zakladach przetworstwa
mleczarskiego, chlodniach, gospodarstwach rolnych,
ogrodniczych i hodowlanych, browarach, cukrowniach,
gorzelniach oraz innych zakladach zajmujacych sig
produkcja i przetworstwem zywnosci. Na terenie Pol-
ski jest od kilkunastu do kilkudziesigciu tysigcy zakla-
dow, w ktérych powstaja wyzej wymienione odpady.
W 2004 roku stanowily one okofo 7% wszystkich odpa-
dow wytworzonych w kraju, co wynosito 9 mln t. Jest
to wynik zadawalajacy, poniewaz ich ilo§¢ w odniesie-
niu do 2000 roku zmalata o 17% [85]. Wspomniane
odpady rolnicze mozna podzieli¢ na dwie kategorie.
Do pierwszej naleza pozostatosci na polu lub sadach
po zbiorach oraz odpady uzyskane po procesach prze-
tworzenia plodéw rolnych do materiatéw uzytkowych.
Do pierwszych zaliczamy lodygi, liScie, straki nasion,
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do drugich za$ tupiny, wytloki, pestki i korzenie. Cze$¢
z odpaddw rolniczych moze by¢ wykorzystywana jako
pasza dla zwierzat, w praktykach agronomicznych lub
w przemysle [12]. Odpady przemystu spozywczego
pochodzg gtéwnie z zaktadow: przetworstwa mleczar-
skiego, browarniczych, produkeji zelatyny, przetwor-
stwa rybnego, rzezni, przetworni owocéw i warzyw oraz
przemystu ziemniaczano-krochmalniczego. Zawieraja
one wysoka dawke wegla organicznego, z drugiej strony
niewielkie dawki toksycznych substancji w poréwnaniu
z innymi odpadami przemystowymi. Odpady z bioga-
zowni, w tym pulpy pofermentacyjne, stanowig grupe
spoza przemystu spozywczego. Odpady przemystowe
charakteryzuja si¢ rzng zawartoscig suchej masy, wegla
organicznego, azotu mineralnego oraz catkowitego, fos-
foru calkowitego oraz zréznicowanym stosunkiem C:N
w zaleznos$ci od pochodzenia. Rozne s3 tez proporcje
celulozy, hemicelulozy oraz lignin w tych odpadach.
W zwigzku z tym suplementacja gleby odpadami prze-
mystowymi niesie za sobg niejednorodne skutki zalezne
od ich charakterystyki. Utylizacja odpadéw przemy-
stowych w sektorze rolniczym bedzie nabierata wigk-
szego znaczenia, z uwagi na regulacje w obrebie panstw
i wspdlnot gospodarczych, ktoére wymagaja pozbywania
sie odpadow bogatych w substancje organiczne, pocho-
dzace z réznych galezi przemystu [11, 86].

W ostatnich latach powstaje coraz wiecej prac ba-
dawczych opartych na badaniu zyznosci i parametrow
biologicznych gleby po jej suplementacji odpadami
organicznymi [22, 45, 3]. Antolin i wsp. [4] prze-
prowadzili badania gleb zdegradowanych regionu $réd-
ziemnomorskiego, pod uprawg jeczmienia zwyczajnego
(Hordeum vulgare L.). Celem badan byla ocena rela-
cji miedzy fizjologia uprawianej rosliny, a wybranymi
wlasciwo$ciami gleby przy zastosowaniu konwencjo-
nalnego nawozenia nieorganicznego, jednorazowego
nawozenia osadami $ciekowymi oraz wielokrotnego
zastosowania tych odpadow. Zastosowanie osadow
$ciekéw komunalnych w przeprowadzonym do$wiad-
czeniu spowodowalo wzrost zyznosci gleby i poprawe jej
tizycznych wlasciwosci, a takze zwigkszenie uzyskanych
plondéw. Roéliny z poletka o zwigkszonej dawce osadow
$ciekowych charakteryzowaly si¢ wyzszym wskaznikiem
suchej masy oraz wieksza iloscig biatka w lisciach. Sama
gleba wyrozniala si¢ nizszym pH, wigkszym poziomem
stezenia catkowitego wegla, lepsza zdolnoscia do ekstra-
howania metali ci¢zkich oraz do wymiany kationowe;j.
Wrhasciwosci biologiczne gleby nawozonej osadami cha-
rakteryzowaly si¢ wyzsza aktywnos$cig enzymatyczna
(ureazy, proteazy, fosfataz oraz p-glukozydazy) oraz
wyzsza biomasg w poréwnaniu do gleby kontrolne;j.
Rolnicze zagospodarowanie odpadéw organicznych
wplywalo na: spontaniczny oraz dlugotrwaly rozwoj
szaty roélinnej, krotkotrwaty wzrost poziomu mate-
rii organicznej, biomasy drobnoustrojow, transpiracji
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oraz aktywnosci niektérych enzymoéw zaangazowanych
w obieg CiN. Badania R os [63] wykazaly, ze wraz ze
wzrostem dawkowania odpadéw komunalnych $wie-
zych i kompostowanych stwierdzono wzrost aktywnosci
mikrobiologicznej gleby. Zastosowanie osadu w celach
nawozowych, wplywato na szybki przyrost materii
organicznej. Réwniez struktura zbiorowisk mikro-
organizméw ulega szybkim zmianom po aplikacji
osadu. Profil genetyczny bakterii w glebie po zastoso-
waniu osadu réznil si¢ w znacznym stopniu od obiektu
kontrolnego. Réznice byly zauwazalne nawet po 3 mie-
sigcach od zastosowania osadu. Podobny stan utrzy-
mywal sie w odniesieniu do zbiorowisk grzybow [75].

3. Aktywnos¢ enzymatyczna

Enzymy znajdujace si¢ w Srodowisku glebowym
wytwarzane s3 gléwnie przez biomase drobnoustro-
jow, fauny oraz flory glebowej, jak réwniez z rozktadu
obumartych resztek rodlinnych i zwierzecych [56].
Enzymy katalizujg przemiany zwigzkéw organicznych
w glebie, uczestniczac w degradacji skladnikow resztek
rodlinnych. Aktywnos¢ enzymatyczna jest wyznaczni-
kiem stanu biologicznego gleby, a takze pomaga oceni¢
jej stan ekologiczny. Powszechnie uznanym jest fakt,
iz biologiczne parametry gleby sa wczesnym wskazni-
kiem poziomu degradacji gleby i moga by¢ skorelowane
z jej wlasciwosciami fizycznymi i chemicznymi [14].
Aktywnos¢ enzymow glebowych, w sposob posredni,
wykorzystywana jest do oceny intensywnosci prze-
mian zachodzacych w §rodowisku glebowym. Procesy
enzymatyczne charakteryzuja si¢ duza wrazliwoscia na
zmiany zachodzace w glebie pod wptywem czynnikow
naturalnych i antropogenicznych.

W celu okreglenia biologicznego stanu gleby zale-
sionej na terenie miejskim, zbadano zalezno$¢ miedzy
aktywnoscig enzymatyczng i zyznoscig gleby, a takze
miedzy aktywno$cia enzymatyczna i fizykoche-
micznymi wlasciwosciami gleby. Jak wykazaly bada-
nia aktywnos$¢ enzymatyczna stanowi bardzo istotny
miernik do oszacowania zyznosci gleby. Zanotowano
rowniez duzy zwiazek miedzy aktywnoscia enzymow
a pH, zdolno$cia wymiany kationéw, zawartoscig
wegla organicznego, dostepnego K i P oraz zawarto$cig
wegla pochodzenia mikrobiologicznego [67]. Do oceny
stanu ekologicznego gleby najczesciej wykorzysty-
wana jest aktywnos¢ dehydrogenaz, fosfataz i celulaz,
a takze ureazy oraz proteazy. Aktywnos$¢ wymienio-
nych enzymow zostala wykorzystana do oceny stanu
gleby po dodaniu osadéw, pochodzacych z czyszczalni
$ciekdéw mleczarskich, w celu zweryfikowania zmian
zyznosci gleby [22].

Znane s3 rowniez badania oddzialywania réznych
dawek kompostowanego osadu $ciekéw komunalnych
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na wlasciwosci biologiczne gleby [79]. Przeprowadzone
badania w oparciu o testy enzymatyczne obejmujace
aktywno$¢ ureazy, fosfataz, sacharazy oraz katalazy,
wykazaly, ze aktywnos$¢ wszystkich enzymoéw wzra-
stala w zalezno$ci od dawki osadéw wprowadzonych
do gleby. Na wyniki miat znaczacy wplyw réwniez czas
analizy mierzony od momentu dodania osadéw. Ureaza
i sacharaza osiaggnely maksimum aktywnos$ci w 50 dniu,
z kolei aktywnos¢ fosfatazy i katalazy byla maksymalna
w 80 dniu po dodaniu osadéw $ciekowych do gleby.

Dehydrogenazy. Podstawowymi enzymami
wykorzystywanymi w analizach aktywnosci biologicz-
nej gleby sa dehydrogenazy, ktore wykorzystywane sa
jako wskaznik aktywnos$ci oddechowej organizméw
glebowych, w tym aktywno$ci mikrobiologicznej.
Dlatego tez aktywno$¢ dehydrogenaz ulega zmianom
w wyniku zmian w strukturze mikroorganizméw gle-
bowych, jak réwniez w wyniku zmian potencjatu redox
(Eh) w glebie [16, 23]. W $rodowisku glebowym bez-
tlenowce fakultatywne zuzywaja utlenione zwigzki nie-
organiczne, jak NO,, jako konicowe akceptory elektro-
noéw, dlatego w glebach charakteryzujacych si¢ duzym
stopniem denitryfikacji zauwaza si¢ réwnoczesna
zwigkszong aktywnos¢ dehydrogenaz. Funkcjonowanie
dehydrogenaz jest powigzane z wieloma procesami bio-
chemicznymi w glebie, do ktérych nalezy m.in. emisja
gazow cieplarnianych CO, i N,O. Dehydrogenazy sg
enzymami katalizujagcymi przenoszenie wodoru z utle-
nionego substratu na akceptor, dzialajacymi wylacz-
nie w zywych, nienaruszonych komdrkach. Dehydro-
genazy, bedace enzymami wewnatrzkomérkowymi,
s3 bardziej wrazliwe na naturalne i antropogeniczne
czynniki stresowe niz enzymy, zwigzane z koloidami
glebowymi, co wskazuje na wieksza podatno$¢ mikro-
organizmow niz enzymow glebowych na oddzialywanie
czynnikéw srodowiskowych. W zwigzku z tym pomiar
aktywnosci dehydrogenaz przy uzyciu TTC, jako sub-
stratu ulegajacemu redukgcji, odzwierciedla aktywnos¢
calej populacji drobnoustrojow srodowiska glebowego.
Aktywnos¢ dehydrogenaz rosnie wraz ze wzrostem
wprowadzanej do gleby substancji organicznej, np.
osadu $ciekowego, wskazujac na intensywniejsze pro-
cesy jej mineralizacji [81]. Badania niektorych autoréw
[22, 23] wykazaly pozytywny wplyw osadu $ciekowego
na aktywnos¢ dehydrogenaz. Dehydrogenazy nalezg do
enzymow, ktére w warunkach zakwaszenia przejawiaja
niskg aktywno$¢, natomiast w glebach stabo zasado-
wych osiagaja optimum aktywnosci katalitycznej. Bada-
nia przeprowadzone przez Wtodarczyk iwsp. [81]
wykazaly, ze aktywno$¢ dehydrogenaz wzrastata krzy-
woliniowo wraz ze wzrostem masy organicznej oraz
spadafa wraz ze wzrostem Eh, osiggajac maksymalna
warto$¢ przy pH 7,1.

Fosfatazy. Dostepnoéc fosforu moze by¢ czynni-
kiem ograniczajacym rozwdj roélin wielu ekosystemow.
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Rosliny, podobnie jak i inne organizmy, wykorzystuja
wylacznie nieorganiczne zwigzki fosforu w postaci
jonoéw ortofosforanowych, dlatego tez zwiazki orga-
niczne fosforu musza by¢ wczesniej rozlozone na dro-
dze hydrolizy przy udziale enzymdw hydrolitycznych
zwanych fosfatazami. W zwigzku z tym znaczenie tych
enzymow jest duze zar6wno w rolnictwie, jak tez z eko-
nomicznego punktu widzenia, zwigzanego ze zmniej-
szeniem naktadéw finansowych na nawozy mineralne.
Zapotrzebowanie roslin na fosfor pokrywane jest
w wiekszoéci z transformacji glebowej materii orga-
nicznej. Mineralizacja fosforu organicznego zachodzi
gléwnie z udzialem mikroorganizméw, a aktywnos$¢
fosfataz odgrywa wazng role w degradacji substancji
organicznej po poczatkowym rozkladzie, katalizowa-
nym przez wieloskladnikowe systemy enzymatyczne.
Fosfatazy katalizuja rozpad zaréwno estru fosforu
pochodzenia organicznego, jak tez bezwodniki kwasu
fosforowego do nieorganicznej postaci fosforu. Wyste-
powanie fosfataz w glebie wynika z obecnosci grzybow
i komdrek bakteryjnych bytujacych gtéwnie w ryzos-
ferze oraz z samych korzeni roélinnych [73]. Dick
i wsp. [15] wykorzystywali te enzymy jako wyznacz-
niki optymalnego odczynu gleby dla wzrostu plodow
rolnych. Stosunek aktywnosci fosfatazy zasadowej
do fosfatazy kwasnej okazal si¢ czulym wskaznikiem
zmian pH w glebie, zwlaszcza wzbogaconej w materig
organiczng. Aktywnos¢ fosfataz w $rodowisku glebo-
wym odzwierciedla aktywnos$¢ enzyméw zwigzanych
z koloidami glebowymi i substancjami humusowymi.
Enzymy te moga réwniez wystepowaé w roztworze
glebowym, a takze jako fosfatazy zwigzane z zywymi
i martwymi komoérkami roslin i mikroorganizmoéow
[73]. W $rodowisku glebowym najczesciej badane sg
fosfomonoesterazy: kwasna i zasadowa, ktore odgry-
waja istotng role w cyklu biogeochemicznego krazenia
fosforu w przyrodzie. Aktywnos¢ fosfataz w $rodo-
wisku glebowym zalezy od wielu czynnikéw, wsrod
ktorych najwazniejsze to: sprawno$¢ katalityczna
enzymu, warunki fizyczne i chemiczne gleby, sklad
i réznorodno$¢ mikroorganizmow, temperatura i wil-
gotnos¢, a takze sposob uzytkowania gleby.

Ureaza. Ureaza jest enzymem katalizujacym,
hydrolize mocznika do dwutlenku wegla i jonu amonu.
Enzym ten jest uwalniany z zZywych i zdezintegrowa-
nych komorek drobnoustrojow. W glebie jest przyswa-
jany przez czagsteczki gliny i magazynowany w kom-
pleksie zwigzkéw huminowych [52]. Przeprowadzono
badania majace na celu zweryfikowanie wptywu réz-
nych form azotu na wytwarzanie ureazy w glebie
o zréznicowanej zawartosci wegla organicznego. Jony
NH," oraz NO," stymulowaty aktywno$¢ mikrobiolo-
giczng, jednoczesnie te formy azotu hamowaty w spo-
sob posredni produkcje ureazy. Inhibicje powodowaty
substancje powstale wskutek asymilacji tych zwigzkow
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przez drobnoustroje glebowe [47]. Szybkos¢ rozkltadu
mocznika zalezy od odczynu gleby, z uwagi na to, ze
rozw6j bakterii mocznikowych przy malej wartosci
pH ulega zahamowaniu. Ureaza charakteryzuje sie
wysoka specyficznoscia, a optimum dziatania wykazuje
w temperaturze 37°C oraz przy pH 7,2-7,9. Enzym ten
wystepuje w glebie w powigzaniu z substancjami proch-
nicznymi lub mineratami ilastymi, wykazujac w tych
kompleksach bardzo duzg trwatos$¢ [52]. W $rodowi-
sku glebowym ureaza wykorzystywana jest do oceny
skuteczno$ci nawozenia azotem, a takze stanowi dobry
test bioindykacyjny w ocenie jakosci gleby. Badania nie-
ktorych autordw [9, 14, 22] wskazuja, ze aktywnos¢ ure-
azy skorelowana jest z zawarto$cia wegla organicznego
iazotu ogolnego. Aktywnos¢ tego enzymu wykorzysty-
wana jest rowniez do oceny stanu ekologicznego gleb
poddanych dzialaniu odpadéw organicznych. Wielu
autorow [22, 58, 63] stwierdzilo w swoich badaniach
istotny wplyw osadu $ciekowego na aktywno$¢ ureazy
oraz spadek tej aktywnos$ci w czasie trwania doswiad-
czenia. Badania wykazaly réwniez istotny wzrost
aktywnosci ureazy wraz ze wzrostem dawki osadu
$ciekowego zastosowanego do gleby.

Proteazy. Proteazy sa enzymami katalizujg-
cymi reakcje hydrolizy zfozonych zwigzkéw azotowych
(biatek, polipeptydow, oligopeptydow). W wyniku
degradacji tych zwigzkéw powstaja krétsze peptydy
i aminokwasy. Jest to bardzo zréinicowana grupa
biokatalizatoréw, z réznym powinowactwem do sub-
stratow, mechanizmem katalizy, optimum temperatu-
rowym i pH, a takze zr6zZnicowang stabilnoscig w roz-
nych s$rodowiskach. Enzymy proteolityczne dziataja
specyficznie ze wzgledu na rodzaj grup funkcyjnych
aminokwasow znajdujacych sie przy hydrolizowanym
wigzaniu. Proteazy dzieli si¢ ze wzgledu na miejsce
dzialania na endopeptydazy i egzopeptydazy. W sro-
dowisku glebowym pelnia one wazng role w depoli-
meryzacji substancji biatkowych, sprzyjajac ich mine-
ralizacji w innych procesach biochemicznych, a takze
s3 kluczowym czynnikiem regulujacym ilos¢ dostep-
nego azotu w glebie dla roslin i samego ich wzrostu [41,
73]. Proteazy jako enzymy pozakomoérkowe moga by¢
oznaczane ilosciowo w dwojaki sposob: przeksztalcajac
substraty w glebie, niezaleznie od zakresu aktywnosci
biologicznej srodowiska glebowego oraz poprzez zakres
ksztaltowania ekosystemu mikroorganizmoéw glebo-
wych [9]. Do mikroorganizméw o uzdolnieniach pro-
teolitycznych, wystepujacych w srodowisku glebowym
naleza gléwnie bakterie tlenowe i beztlenowe, a takze
grzyby i promieniowce. Aktywnos¢ enzymow proteoli-
tycznych $rodowiska glebowego moze by¢ wykladni-
kiem potencjalnego tempa mineralizacji organicznych
polaczen azotu w glebie [41]. Badania przeprowadzone
przez wielu autoréw [6, 9, 14, 22], dotyczace aktywnosci
proteaz gleb uzyznionych odpadami organicznymi,
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w tym osadami $ciekowymi, wskazuja na pobudzajacy
wplyw zastosowanych materiatéw na aktywno$¢ oma-
wianego enzymu. Badania wykazaly réwniez wysoce
istotng korelacje pomiedzy wysokoscig dawki osadu
$ciekowego, a aktywnoscig proteaz glebowych. Ponadto,
stwierdzono, ze aktywno$¢ ta byla skorelowana z zawar-
toscig C-organicznego i N ogélem w glebie.

Celulazy. Kompleks celulaz jest grupg enzymow,
ktére odpowiedzialne sg za rozklad celulozy oraz poli-
sacharydow zbudowanych z jednostek glukozy pola-
czonych wigzaniem B (1-4)-glikozydowym. Ta cecha
celulaz jest niezwykle istotna w glebach uprawianych
rolniczo, gdyz wegiel pochodzacy z rozpadu wspo-
minanego polimeru jest gtéwnym zrédlem wegla do
wzrostu i rozwoju drobnoustrojéow glebowych [13].
Celulazy w $rodowisku glebowym pochodzg z resztek
roélinnych znajdujacych si¢ w glebie. Tylko nieznaczna
ich ilo$¢ pochodzi ze Zrédet mikrobiologicznych [61].
Enzymy te w srodowisku glebowym pelnig wazna role,
uczestniczgc w transformacjach wystepujacych w glebie
resztek roslinnych, w skiad ktérych wchodza w znacz-
nej wigkszosci potaczenia celulozy.

B-glukozydaza. Enzym ten jest produkowany
przez szereg organizméw, poczawszy od roslin i zwie-
rzat poprzez grzyby i bakterie. Jest odpowiedzialny za
koncowy etap hydrolizy celulozy rozkladajagc dwucukry
ktéry uwalnia glukoze dostepna dla drobnoustrojow
[20]. B-glukozydaza jest przydatna przy oznaczaniu
jakosci gleby 1 moze by¢ wskaznikiem zmian aktyw-
nosci biologicznej gleby, jak réwniez wskaznikiem
wplywu zabiegéw agrotechnicznych na srodowisko
glebowe [7, 54]. Mechanizmy tych zjawisk nie sg jeszcze
dobrze poznane, dlatego Knight oraz Dick [39]
przebadali wplyw zabiegdw agrotechnicznych na kine-
tyke reakcji enzymatycznej przy udziale B-glukozydazy
oraz stopnia stabilizacji enzymu z koloidami glebo-
wymi. Wyniki wskazujg, ze rézne zabiegi agrotech-
niczne w sposob istotny obnizajg aktywnos$¢ enzyma-
tyczng poprzez zmniejszenie ilosci enzymu w glebie.
Dotyczy to przede wszystkim p-glukozydazy zwigzanej
z czasteczkami gleby.

Amylaza. Amylaza jest enzymem skladaja-
cym sie z dwoch frakeji: a-amylazy oraz -amylazy,
hydrolizujacych skrobie [64, 76]. Amylaza jest enzy-
mem powszechnie wystepujacym w roslinach i glebie.
Pomimo, iz w przyrodzie wystepuje wiele enzymow
zdolnych do hydrolizy skrobi, to amylaza odgrywa
zasadniczg role w rozkladzie tego polimeru. Powszech-
nie wiadomo, Ze a-amylaza ma zdolnos¢ do konwer-
towania skrobi do glukozy i/lub oligosacharydéw,
z kolei P-amylaza przeksztalca skrobie¢ do maltozy
[76]. Aktywno$¢ amylazy jest zalezna od wielu czyn-
nikéw srodowiskowych. Roslinno$¢ dziata dwojako
na aktywno$¢ amylazy - bezposrednio wydzielajac
enzym do podtoza i dostarczajac substratu do hydro-
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lizy oraz posrednio wydzielajac zwiazki absorbowane
przez mikroorganizmy, ktére pobudzaja je do syntezy
enzymu [46]. Aktywnos¢ amylazy wykorzystywana jest
w $rodowisku glebowym do oceny stopnia degradacji
ztozonych weglowych polfaczen organicznych, informu-
jac posrednio o stanie ekologicznym gleb poddanych
dziataniu réznych odpadéw organicznych.

4. Analiza profilu metabolicznego gleby (CLPP
- Community Level Physiological Profiles)

Od kiedy stwierdzono, iz substraty organiczne (tzw.
wegiel organiczny) jest gtéwnym czynnikiem kontrolu-
jacym wzrost mikroorganizméw w glebie [80] rozwi-
nieto metode, opartg na zdolnosci mikroorganizmoéw
do katabolizowania réznych zrédet wegla w podtozu,
nazwang CLPP - Community Level Physiological Pro-
filing [26]. Metoda polega na ekstrakcji mikroorgani-
zmow z gleby i bezposredniej inokulacji ptytek Biolog®,
zawierajacych odpowiednie zrédla wegla zawiesing
mikroorganizméw. Wyznacznikiem degradacji zrédta
wegla jest wywolana zmiana barwy fioletu tetrazolio-
wego [33]. Przygotowanie zawiesiny mikroorganizméw
glebowych obejmuje wytrzasanie gleby w wodzie lub
plynie fizjologicznym oraz inokulacje ptytek otrzyma-
nym roztworem glebowym. Nastepnie ptytki inkubo-
wane s3 w stalej temperaturze (Rys. 1). Zmiana barwy
wywolana utlenianiem substratéw w studzienkach jest
mierzona spektrofotometrycznie jako absorbancja lub
gestos¢ optyczna OD (Optical Density) [38].

Liu i wsp. [44] w badaniach profilu metabolicz-
nego gleby wykorzystali 1 M bufor K. HPO, (pH=7)
w celu ekstrakcji mikroorganizméw. Zawieszone
w nim czasteczki gleby byly wytrzasane przez 30 minut,
a nastepnie po opadnieciu zawiesimy glebowej po kolej-
nych 30 minutach pobierano 2 ml supernatantu, wyko-
nujgc odpowiednie rozcienczenia. Inokulat w objetosci
145 ul wprowadzano do kazdego dotka ptytki. Inkuba-
cja trwala 4 doby w temperaturze 26°C. Pomiary OD
dokonywane byly w 24 godzinnych odstepach, przy
diugosci fali 590 nm.

Typy plytek

Na rynku wystepuja plytki Biolog, ktdre stuza do
identyfikacji oraz charakterystyki metabolicznej roz-
nych grup mikroorganizméw: grzybéw strzepkowych
(FF plates), drozdzy (YT plates), beztlenowcéw (AN
plates), bakterii Gram* (GP plates) oraz bakterii Gram~
(GN plates). W ostatnim czasie opracowano réwniez
plytki GENIII, ktére wykorzystuje sie¢ w identyfikacji
bakterii Gram® oraz Gram™ bez wcze$niejszego ich
roznicowania. Do czasu wprowadzenia plytek GNIII
(Biolog EcoPlates) w badaniach srodowiskowych wyko-
rzystywano plytki GN.
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Analiza profilu metabolicznego
zbiorowisk mikroorganizmoéw
1

Bezposrednia inokulacja zawiesing
mikroorganizméw z danego srodowiska

Ptytka mikrotitracyjna
— kazda studzienka zawiera
zrodto wegla oraz barwnik redox

Inkubacja i redukcja barwnika
. | —pojawienie sie koloru $wiadczy
o wykorzystaniu danego zrodta wegla

Wielowymiarowa analiza
uzyskanych wzoréw
— podobienstwo

Gestos¢ — wskaznik ogolny

Liczba zmetabolizowanych substratow
i jednorodno$¢ odpowiedzi kazdej studzienki — réznorodnosé

Rys. 1. Analiza profilu katabolicznego zbiorowisk mikroorganizméw

Dla indywidualnych potrzeb stosuje sie ptytki Bio-
log® MT, ktore nie zawierajg standardowych substratow,
jak to ma miejsce w poprzednich przypadkach, ale sg
one wybierane do konkretnych eksperymentow. Pytki
MT zawieraja jedynie barwnik reagujacy na reakcje
utleniania i redukgji [32].

Czynniki wplywajace na wyniki analizy
i ograniczenia metody

Na wyniki analiz CLPP wplywa sposob przechowy-
wania probek do momentu analizy. Goberna iwsp.
[30] przeprowadzili badania dotyczace sposobu prze-
chowywania (chodzenie, zamrazanie i przechowywa-
nie w temperaturze pokojowej) probek gleby, pocho-
dzacych z réznych glebokosci na profil metaboliczny.
W wyniku badan stwierdzili, ze sposéb przechowy-
wania gleby ma istotny wplyw na profil metaboliczny
zbiorowisk bakterii. Zmianom ulega odsetek zuzycia
grup substratow w kierunku wykorzystania kwasow
karboksylowych, fenoli i amin po 1 miesigcu przecho-
wywania w temperaturze 4°C. Przypisuje sie to fizycz-
nym uszkodzeniom agregatow i zmianom zamknigtej
w nich materii organiczne;j.

ANNA KOT, MAGDALENA FRAC

Gestos¢ inokulum moze wplywa¢ na profil otrzy-
many przy analizie CLPP [24]. Schmitt i wsp.
[66] przeprowadzili badania z serig nastepujacych po
sobie rozcienczen. Kazda plytka typu EcoPlate byta
zaszczepiana trzema kolejnymi rozcienczeniami. Dla
kazdej serii i kazdego z 31 substratéw wyznaczone
zostaly krzywe zmiany zabarwienia - WCD (Well
Color Development) oraz AWCD (Average Well Color
Development). Profil metaboliczny zostal ustalony na
podstawie udzialu zabarwienia kazdego substratu do
catkowitego stanu zabarwienia ptytki.

Innym bardzo waznym ograniczeniem jest selek-
tywnoé¢ systemu Biolog® tylko do drobnoustrojow
zdolnych do wzrostu i rozwoju w laboratoryjnych
warunkach eksperymentalnych [26]. Metoda pokazuje
zdolno$¢ do metabolizowania substratow nie przez caly
populacje drobnoustrojow, ale tylko przez grupe obej-
mujaca mikroorganizmy hodowalne [62]. Kolejnym
problemem jest wspomniana wcze$niej niejednorod-
no$¢ w szybkosci wzrostu bakterii. Podczas inkubacji,
dynamicznie moze si¢ zmienia¢ struktura zbiorowiska
bakterii. CLPP sprzyja szybko rozwijajacym sie¢ szcze-
pom, gdy inne jeszcze nie wykazuja swego wzrostu
i wkladu w rozktad substratéw [27, 71].

CLPP w badaniach srodowiskowych gleby
Omawiany system jest szeroko uzywany w badaniach
srodowiskowych, gdzie zbiorowiska bakteryjne analizo-
wane sg w kontekscie indykatora stanu gleby poddanej
dziataniu réznych czynnikéw. Badania Guanet iwsp.
[31] dotyczyly odlogowanej gleby zdegradowanej, ubo-
giej w materie organiczng oraz gleby uzytkowanej rolni-
czo, gdzie badano zdolnos¢ degradacji celulozy. Wiele
badan dotyczy réwniez profilu metabolicznego gleb
skazonych metalami cigzkimi. Badania réznorodnosci
filogenetycznej obejmowaly gleby aglomeracji miej-
skich, poddane ciaglej ekspozycji na metale cigzkie
[82] oraz gleb skazonych metalami ciezkimi w warun-
kach eksperymentalnych. Znane s3 réwniez badania
dotyczace wptywu pojedynczych metali cigzkiego np.
Cd [78] na drobnoustroje, lub dziatanie kilku metali
réwnoczeénie, np. Cu-Pb [55]. Liu i wsp. [44] prze-
prowadzili badania dotyczace akumulacji antybiotykow
w glebie i oceny potencjalnych skutkéw ich wystepo-
wania na mikroorganizmy agroekosystemow. Badania
obejmowaly m.in. zmiany funkcjonalnego réznicowa-
nia mikroorganizméw w glebie gliniastej traktowa-
nej sulfametoksazolem (SMX) i chlorotetracyklinami
(CTC). Znane s3 réwniez badania wplywu akumulacji
pestycydow w glebie na jej stan biologiczny z uzyciem
systemu Biolog Ecoplates [21]. Niektére z badan odno-
sza sie do gleby nienaruszonej, nie poddanej dzialal-
noséci cztowieka. Przyktadem takich badan jest gleba
pochodzjca z naturalnego srodowiska — Tatrzanskiego
Parku Narodowego, w ktdrej oceniano wplyw czynni-
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kéw mikroklimatycznych (silne wiatry niszczace pota¢
lesna, pozary obszaréw lesnych) na stan gleby [28].

Analiza statystyczna

Jest wiele sposobdw na przedstawienie wynikow
statystycznych uzyskanych w ramach badan przepro-
wadzonych z wykorzystaniem systemu Biolog. Wybér
metody zalezy od ilosci pomiaréw absorbancji doko-
nywanych podczas inkubacji plytek oraz specyfiki
doswiadczenia. Z uwagi na ciagglte zmiany procesow
metabolicznych zachodzacych na plytkach, wyryw-
kowe pomiary absorbancji moga odzwierciedla¢ stan
tylko niektorych populacji drobnoustrojéw w probece,
a nie calej wspolnoty mikroorganizméw. Dlatego zaleca
sie wielokrotne pomiary w systematycznych odstepach
czasu i wybieranie tych optymalnych dla badanych préb
[27, 72]. Dla wskaznika AWCD wybiera si¢ pomiary
charakteryzujace si¢ ujednolicong warto$cig absorban-
cji dla calej plytki [25]. AWCD jest obliczane na pod-
stawie metody opracowanej przez Garlanda oraz Millsa
[26] wedlug wzoru:

AWCD=%(C-R)/n

C - odczyt spektrofotometryczny gestosci optycznej

R - odczyt spektrofotometryczny gestosci optycznej
dotka kontrolnego

n - ilo$¢ substratéw (dla ptytek GN,GP n=91, dla Eco-
-Plate n=31).

Jako miare substratow uleglych utylizacji i rézno-
rodnosci w stopniu wykorzystywania poszczegoélnych
zwigzkow wykorzystuje sie indeks Shannon-Weavera
(H), ktory wyrazony jest wzorem:

H=% piln pi

pi - udzial aktywnosci mikrobiologicznej na danym
substracie [83].

Do analiz statystycznych réwniez wykorzystywany
jest indeks jednorodnosci (E):

E= H/Hmax=H/log$ oraz S (substrate richness) w tym
wypadku to liczba substratow zuzytych przez dana
probke gleby.

Niezaleznie od rodzaju pomiaru spektrofotome-
trycznego (OD, AWCD, parametry analizy kinetycz-
nej, analiza poszczegdlnych substratéw) do opracowa-
nia uzyskanych wynikéw niezbedne jest wykorzystanie
wielowymiarowych metod statystycznych. Najbardziej
popularng metodg jest analiza gtéwnych sktadowych
PCA (Principal Component Analysis). Kazdy parametr
krzywej kinetycznej lub pomiar absorbancji kazdego
z substratow jest kolejng zmienng, w konsekwencji ilos¢
zmiennych moze przewyzszac ilo§¢ probek [34]. Ana-
liza gléwnych skfadowych zmniejsza liczbe zmiennych
tylko do kilku lub kilkunastu sktadowych, ktore maja
wieksze znaczenie — PC (Principal Component). Kazda
skladowa (PC) jest wyznacznikiem innej kombinacji
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poczatkowych zmiennych i wyjasnia pewng cze$¢ cal-
kowitej zmiennosci [24]. W ocenie wynikéw wykorzy-
stywana jest rowniez analiza skupien, ktéra umozliwia
zbadanie powigzan pomiedzy grupami badanych sub-
stratow, pojedynczymi substratami, a badanymi obiek-
tami doswiadczalnymi.

5. Badanie réznorodnosci mikroorganizmow
oparte na metodzie molekularnej
- PCR-DGGE (Polymerase Chain Reaction
- Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

Duzym problemem w badaniach biologii gleb jest
wysoka réznorodnos¢ mikroorganizméw. Z puli dro-
bnoustrojow wystepujacych w probkach srodowi-
skowych tylko niewielki utamek bakterii moze by¢
wyizolowany w warunkach laboratoryjnych przy uzy-
ciu pozywek réznicujacych [36]. Z tego wzgledu coraz
cze$ciej w badaniach srodowiskowych wykorzystywane
sa metody polegajace na ekstrakcji materialu gene-
tycznego oraz powielania i badania zawartych w nim
genow. Metody te s3 sposobem analizy zmian gene-
tycznego zréznicowania populacji mikroorganizméw
srodowiska glebowego [19]. Jedng z metod opartych na
technikach biologii molekularnej jest PCR-DGGE (fan-
cuchowa reakcja polimerazy i elektroforeza w gradien-
cie zelu denaturujacego). Metoda polega na amplifikacji
badanego DNA ekstrahowanego z gleby i jego rozdzie-
lenie w zelu denaturujacym wedlug sktadu nukleoty-
dowego. Na zelu akrylamidowym powstaje genetyczny
profil lub fingerprint (genetyczny odcisk), reprezentu-
jacy strukture drobnoustrojéw badanej proby glebowej.
Kazdy prazek reprezentuje inny genotyp mikroorganiz-
moéw, a wzgledna liczebno$¢ mikroorganizmoéw jest
skorelowana z intensywnoscig prazka. Otrzymany pro-
fil jest odzwierciedleniem proporcji produktéw tancu-
chowej reakeji polimerazy, lecz nie zawsze proporcji
wyjsciowej probki [10].

Elektroforeza w gradiencie zelu denaturujacego
- DGGE (Denaturant Gel Gradient Electophoresis) oraz
elektroforeza w gradiencie temperatury - TGGE (Tem-
perature Gel Gradient Electophoresis) przyczynila si¢
do zrewolucjonizowania metod biologii molekularne;j.
Metoda PCR-DGGE poczgtek zawdziecza mikrobiolo-
gii klinicznej, gdzie zostala zastosowana do wykrywania
mutacji punktowych w DNA. W tej metodzie produkty
reakcji PCR o jednakowej dtugosci sg determinowane
na podstawie réznic w skladzie pojedynczych nukleoty-
dow. Stuzg do tego czynniki denaturujgce, tj. mocznik
oraz formamid, ktére tworzg liniowy gradient w zelu
(DGGE) oraz czynniki temperaturowe (TGGE) [43,
49]. Rozdzielanie fragmentéw DNA w DGGE i TGGE
wynika z faktu, iz wiecej czynnika denaturujacego jest
potrzebne do rozszczepienia sekwencji zawierajacej



190

znaczng cze$¢ guaniny i cytozyny. Miedzy tymi nukleo-
tydami znajdujg si¢ az trzy wigzania wodorowe, sta-
bilizujace podwdjna helise DNA, gdy miedzy adening
a tymina tylko dwa. Gdy dwuniciowy fragment DNA
zostanie czesciowo stopiony, jego dalsza migracja w zelu
poliakrylamidowym zostaje zatrzymana. Nastapi to
gdy domena o najmniejszej temperaturze topnienia
(Tm) osiggnie charakterystyczng dla siebie Tm, docie-
rajac do odpowiedniego miejsca w liniowym gradien-
cie temperatury lub substancji denaturujacej. Rdznice
w temperaturach topnienia domen materialu gene-
tycznego powoduja rozne ich konicowe umiejscowienie
w zelu [51, 68].

Izolacja DNA

Pierwszym etapem w badaniach materiatu genetycz-
nego jest izolacja DNA, oczyszczanie oraz oszacowanie
jego ilodci i jako$ci. Wiekszo$¢ metod opiera si¢ na bez-
posredniej lizie komérek drobnoustrojow z matrycy gle-
bowej. Uzywa sie do tego kombinacji metod zwigzanych
z wykorzystaniem trawienia enzymatycznego, deter-
gentéw oraz mechanicznego wytrzasania. Bez wzgledu
na rodzaj kwasu nukleinowego ekstrakcja powinna
dostarczy¢ duzej ilosci czystego materiatu genetycznego.
W przypadku izolacji kwaséw nukleinowych z gleby
otrzymanie dobrej jako$ci materiatlu genetycznego moze
by¢ problematyczne, gdyz w glebie znajduje sie frakcja
organiczna, ktdra przechodzac wraz z DNA lub RNA do
dalszych etapow badan moze zakldcaé i hamowac reak-
cje amplifikacji [29]. Dlatego tez w badaniach prébek
glebowych stosuje si¢ metody oczyszczania materiatu
genetycznego, ktdre sg kluczowym etapem uzyskania
wysokiej jakosci kwasu nukleinowego.

Markery w lanicuchowej reakcji polimerazy

Wiele gendw moze by¢ uzytych jako markery mole-
kularne w reakcji PCR. Nalezy pamieta¢ by byly to
regiony wysoko konserwatywne oraz zmienne gatun-
kowo. W wigkszosci publikacji dotyczacych mikro-
organizméw glebowych badania zbiorowisk bakterii
prowadzone sg w oparciu o jednostke 16S rRNA [5,
57,62, 70]. Badania zr6znicowania genetycznego zbio-
rowisk grzybéw prowadzone sa gtéwnie w oparciu
o fragmenty rybosomalnego DNA, jak 18S rRNA [6]
oraz ITS2 [77]. Aby doktadnie zbada¢ bior6znorodnos¢
mikroorganizmoéw glebowych, mozna uzy¢ zaréwno
startery do roznicowania bakterii, jak i grzybow [6].

W celu wyznaczenia genetycznego polimorfizmu
w $rodowisku glebowym mozna wykorzystywac star-
tery do analizy genow funkcjonalnych. Gen kodujacy
podjednostke monooksygenazy amonu armoA jest stoso-
wany w badaniach mikroorganizméw nitryfikacyjnych
$rodowisk naturalnych i stanowi odzwierciedlenie ich
stanu filogenetycznego [1, 18, 40]. Geny kodujace reduk-
taze azotynu (nirK oraz nirS) s3 stosowane jako markery
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molekularne dla zbiorowisk bakterii denitryfikacyjnych
[74]. Gen nirK jest preferowany do badan probek gleby,
podczas gdy nirS do badan osadéw morskich [8, 60].

Optymalizacja warunkéw metody

Waznym krokiem metody DGGE jest analiza mate-
riatu genetycznego pod wzgledem zdolnosci topnienia
badanego DNA. Istotny jest dobdr czasu trwania elek-
troforezy oraz skali gradientu. Zele z prostopadtym gra-
dientem do kierunku elektroforezy, charakteryzuja si¢
gradientem denaturujacym lub temperaturowym wzra-
stajacym od lewej do prawej strony. Probki natozone po
lewej stronie zelu (mala koncentracja czynnika dena-
turujacego) beda poruszac si¢ jako czgsteczka dsDNA,
gdy probki z prawej strony (duza koncentracja czynnika
denaturujacego) beda od razu denaturowane i zatrzy-
mane w zelu. Posrodku zelu ruchliwo$¢ DNA zalezy
od koncentracji czynnika denaturujacego, odpowiada-
jacego domenie o najmniejszej temperaturze topnienia
[51]. W celu wyznaczenia odpowiedniego gradientu dla
réznych fragmentéw DNA, mozna réwniez zastoso-
wac zel o szerokim spektrum denaturacji, np. 20-80%.
Taki eksperyment pozwala na optymalizacje zakresu
czynnika denaturujgcego, w ktérym wszystkie prazki
beda skutecznie uchwycone, w odniesieniu do bada-
nej probki. W przypadku bardzo ztozonych zbiorowisk
bakterii, moze by¢ konieczne uzycie nawet kilu (dwa
lub wiecej) zeli o réznych zakresach gradientu [37].

Optymalny czas trwania elektroforezy, wyznaczany
jest w zelu z coraz wigkszym temperaturowym lub
denaturujacym gradientem, rosnacym liniowo wraz
z kierunkiem elektroforezy. Probki DNA wprowadzane
sa na zel w statych odstepach czasu (np. 30 minut),
aby wyznaczy¢ maksymalng rozdzielczos¢ dla danego
materialu w czasie. Gdy material genetyczny dotrze do
punku jego czesciowej denaturacji i nie bedzie poru-
szal si¢ dalej mimo dalszej elektroforezy. Do badan
powinien zosta¢ wybrany minimalny czas zatrzyma-
nia migracji DNA w zelu. W celu otrzymania wiek-
szej rozdzielnosci prazkow, czas trwania elektroforezy
powinien by¢ skorelowany z wlasciwym napieciem
elektrycznym. Poréwnujac migracje tych samych pro-
bek w réznych warunkach, najlepszy stopien rozdzialu
uzyskiwany jest przy wysokich napieciach i krotkich
czasach trwania elektroforezy [50, 51, 69].

Aby sprawdzi¢ jak warunki aparaturowe (procent
akrylamidu w zelu, grubos¢ zelu, gtebokos¢ studzie-
nek wyznaczajacych droge migracji DNA, objetos¢
nakfadanych probek, ilos¢ DNA, zageszczenie Zelu,
temperatura, napiecie elektryczne, czas elektroforezy)
wplywaja na profil genetyczny, Ascher i wsp. [6]
zbadali dwa systemy obstugujace DGGE. Sysyeml-
-DCode, Biorad, Hercules, CA, USA oraz System 2
Ingeny PhorU system, Ingeny, Leiden, NL. Sg to pierw-
sze tego typu badania, uwzgledniajace aparature jako
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czynnik wplywajacy na wyniki analizy struktury zbio-
rowisk mikroorganizméw w glebie.
Modyfikacje i sposoby zwiekszenia efektywnosci
metody PCR-DGGE

Metoda PCR-DGGE oparta na analizie w obrebie
genu 16S rRNA, pomimo Ze jest obecnie bardzo popu-
larna, posiada liczne mankamenty, ktére prowadza do
uzyskiwania btednych wynikéw. A hn iwsp. [2] badali
wybrane parametry i procedury jako ewentualne zrodla
zafalszowania wynikow. Badania te obejmowaty wery-
fikacje nastepujgcych parametréw metody: dopasowa-
nie starteréw, koncentracja dNTP-6w, rodzaj polime-
razy, struktura drugorzedowa produktéw reakcji PCR,
koncentracja akrylamidu i bisakrylamidu w zelu, Tm
domen materialu genetycznego. Badania wykazaly, iz
intensywnos¢ prazkow zalezy od réznicy w temperatu-
rach topnienia pomiedzy domeng o najwyzszej i najniz-
szej Tm, tj. prazki sg intensywniejsze gdy rdznica ta jest
niewielka, pomimo wprowadzenia takiej samej ilo$ci
DNA do studzienek. Pod wzgledem ilo§ciowym popu-
lacje bakterii glebowych zostaly najefektywniej wykryte
i uwidocznione, gdy zastosowano kombinacje starteréw
w reakcji PCR, zoptymalizowano koncentracj¢ dNTP-
-6w w mieszaninie reakcyjnej i dobrano koncentracje
akrylamidu/bisartylamidu w zelu denaturujacym.

Problemem pojawiajacym si¢ w analizach otrzyma-
nych profili genetycznych jest wystepowanie podwoj-
nych prazkoéw, ktdre w istocie powinny tworzy¢ jeden
prazek, odpowiadajacy jednej populacji mikroorganiz-
mow. Artefakty w postaci podwdjnych prazkéw pro-
wadza do zawyzonej oceny réznorodnosci genetycz-
nej probki srodowiskowej. Opracowano prosty sposob
wyeliminowania tego problemu, poprzez modyfika-
cje warunkow reakeji PCR. Dodatkowe prazki moga
powstawa¢ jako niespecyficzne produkty podczas
reakcji PCR, gdy elongacja zostanie przedwczesnie
zakonczona. Zastosowanie dluzszego czasu ostateczne;j
elongacji pozwala na dokonczenie przytaczania odpo-
wiednich nukleotydéw przez polimeraze, co zmniejsza
ryzyko uzyskania podwojnych prazkow, utrudniajacych
analize uzyskanych wynikow [35].

Ponadto, by uzyska¢ wyrazne wyniki rozdzialu
i wieksza wykrywalno$¢ do jednego konca startera
nalezy dolgczy¢ klamry zawierajace sekwencje GC
o diugosci 30-50 nukleotydéw. Dziataja one jak domeny
0 wysokiej temperaturze topnienia, nie pozwalajgc na
zupelne rozszczepienie podwojnej nici DNA [68].

6. Podsumowanie

W pracy zostal przedstawiony przeglad podsta-
wowych metod uzytecznych w badaniu mikrobiologii
gleby, z uwzglednieniem badan molekularnych, przy
czym nalezy zwrdci¢ uwage na ich uniwersalnos¢.

Omowione metody moga by¢ wykorzystywane prak-
tycznie do badan kazdego typu odpadéw organicz-
nych oraz gleb poddanych dzialaniu tych odpaddw,
przy minimalnej optymalizacji procedur laboratoryj-
nych. W mikrobiologii srodowiskowej uzycie technik
molekularnych utatwia analize zbiorowisk mikroorga-
nizméw, jednak do pelnej charakterystyki zespotow
mikroorganizmdéw wystepujacych w odpadach i gle-
bach poddanych ich dzialaniu, konieczne jest polacze-
nie technik molekularnych z konwencjonalnymi meto-
dami mikrobiologicznymi, z uwzglednieniem analizy
profilu metabolicznego, réznorodnosci funkcjonalnej
oraz aktywnosci enzymatycznej badanego srodowiska.
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