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Zycie w skali mikro — od mikrobiologii do biotechnologii Poster P.2

IDENTYFIKACJA GRZYBOW TERMOOPORNYCH WYIZOLOWANYCH Z GLEBY

I TRUSKAWEK NA PODSTAWIE METOD KLASYCZNYCH I MOLEKULARNYCH
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Do klasycznych metod identyfikacji mikrogrzybow zaliczamy techniki obserwacji mikro-
I makroskopowvch. ktore na podstawie elementow strukturalnych grzybni i sposobu rozmnazania
pozwalaja na zakwalifikowanie izolatow do okreslonego rodzaju badz gatunku. Innym sposobem
identyfikacji sa metody oparte o reakcje biochemiczne, wérod ktorych system Biolog FF MicroPlate
opiera si¢ na zdolnosci grzybow do utylizacji zrodel wegla, tworzgce ~metaboliczny odcisk palca”
danego gatunku. Metody te niejednokrotnie s niewystarczajace i malo precyzyjne. Alternatyws sa
metody biologii molekularnej, polegajace na zastosowaniu tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)
z uzyciem specyficznych starterow. Czesto w tym celu wykorzystywane sa obszary, ktore cechuja
si¢ wysoka homologia, takie Jak obszary w obrebie genow kodujaeych rybosomalny RNA (rDNA).
W sklad eukariotycznego operonu rrn wehodza kolejno ulozone geny: 18S, 5.8S, 28S, wsréd
ktoryeh 18S rDNA nalezy do malej podjednostki rybosomu (SSU). a pozostate do duzej
podjednostki rybosomu (LSU). Sekwencje 18S rDNA i 5.8S rDNA rozdzielaja sekwencje
nickodujace 1TS1. natomiast pomiedzy 5.8S a 28S znajduje sie sekwencja 1TS2. W diagnostyce
grzybow czesto wykorzystywane sa regiony ITS (internal transcribed spacer), a takze D2 LSU,
Ktorych zapis jest swoisty dla rodzaju lub gatunku.

Celem przeprowadzonych badan  byla identyfikacja szezepow termoopornych  grzybow
strzepkowych wyizolowanych z gleby (G153/14, G168/14) i truskawek (G126/14, G131/14)
7 wykorzystaniem nastepujacych metod: oceny cech makro- i mikroskopowych, oceny profilu
metabolicznego, sekwencjonowania fragmentu kodujacego duza podjednostke rybosomu D2 LSU
oraz sekwencjonowania niekodujacego odcinka migdzygenowego [TS. Grzyby termooporne
wyizolowano z gleby i owocdw. poddajac probki szokowi cieplnemu (85°C) przez 30 minut.

Na podstawie obserwacji makro- i mikroskopowych., obejmujacych ocene elementow
morfologicznych grzybni (workdw z zarodnikami workowymi i zarodnikéw oraz konidioforow
I konidiow) wszystkie szezepy zostaly przyporzadkowane do rodzaju Neosartorya. Na podstawie
oceny uzdolnien metabolicznych  na  plytkach  FF Biolog oraz poréwnania uzyskanego
Sfingerprintu” z baza danych nie stwierdzono jednoznacznej identyfikacji gatunkowej, jednak profil
metaboliczny wszystkich szezepow byl najbardziej zblizony do znajdujacego si¢ w bazie danych
gatunku N. fischeri. Analiza MicroSeq (D2 LSU rDNA) wykazata, ze badane szczepy naleza
do gatunku N.  fischeri, natomiast na podstawie sekwencji  ITS szezep  G168/14  zostal
zidentyfikowany jako N, laciniosa, a G126/14, G131/14 i G 153/14 jako N. glabra. Przeprowadzone
badania wykazaty zroznicowanie sekwencji w obrebie badanych gendow. Na podstawie analizy D2
potwierdzono przynaleznosé¢ do rodzaju, ale gatunek nie byt wiasciwie zidentyfikowany., Dopiero
sekwencjonowanie fragmentu TS przystuzyto sie do prawidlowej identyfikacji gatunkowe;j.
Badania wykazaly, ze klasyczne metody makro i mikroskopowe oraz metaboliczne sa waznym
narzedziem w  pierwszej skriningowe; identyfikacji izolatow srodowiskowych, ze wzgledu
Na znacznie nizsze koszty badan w porownaniu do metod biologii molekularnej.
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