
Leśne Prace Badawcze / Forest Research Papers
Wrzesień / September 2019, Vol. 80 (3): 227–232

DOI: 10.2478/frp-2019-0021
Wersja PDF: www.lesne-prace-badawcze.pl

Artykuł przeglądowy

Wpłynięcie: 12.06.2019 r., zrecenzowano: 30.07.2019 r., zaakceptowano: 9.09.2019 r.

 © 2019 I. Szyp-Borowska, K. Sikora

e-ISSN 2082-8926

Kod kreskowy DNA – praktyczne narzędzie taksonomii i inwentaryzacji entomofauny 

DNA barcoding: A practical tool for taxonomy and species identification of entomofauna

Iwona Szyp-Borowska1*, Katarzyna Sikora2

Instytut Badawczy Leśnictwa, 1Zakład Hodowli Lasu i Genetyki Drzew Leśnych, 2Zakład Ochrony Lasu; Sękocin Stary,  
ul. Braci Leśnej 3, 05−090 Raszyn

*Tel. +48 22 7150481, e-mail:  I.Szyp@ibles.waw.pl

Abstract. DNA barcoding is an innovative system designed to provide rapid, accurate, and automatable species identification by 
using short, standardized gene regions as internal species codes. The mitochondrial cytochrome C oxidase I (COI) gene was proposed 
by Paul Hebert as an official marker for animals, because of its small intraspecific but large interspecific variation. Since the launch 
of the project Barcode of Life, this simple technique has caught the interest of taxonomists, ecologists and plant-quarantine officers 
charged with the control of pests and invasive species. 

The great diversity of insects and their importance have made this group a major target for DNA barcoding. In most cases, 
the identification of insect species by traditional methods based on morphological features requires specialist knowledge and 
is labor-intensive. DNA barcoding aims at meeting the challenge of monitoring and documenting the biodiversity of insects. 
The utility of DNA barcoding for identifying small insects, cryptic taxa or rare species, as well as many species of forest 
entomofauna that are impossible to discriminate morphologically throughout all of their life stages, is a subject discussed in 
this review. 

Due to its usefulness, also in Poland in the Forestry Research Institute, a method for identifying selected species of saproxylic 
beetles based on the sequence of the COI region was developed. In the future, this method will be used to assess the state of bio-
diversity and the naturalness of forest ecosystems. Therefore, this and other future implications of this promising new technique 
are also discussed here.
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1. Wstęp

Owady stanowią najbardziej zróżnicowaną grupę zwierząt, 
z opisanym ponad milionem gatunków i kolejnym milionem 
oczekujących na opis lub po prostu nieodkrytych (Grimal-
di, Engel 2005). W zdobywaniu użytecznej wiedzy o jakiej-
kolwiek grupie organizmów podstawowym wymogiem jest 
zdolność opisywania, klasyfikowania, a następnie identyfiko-
wania poszczególnych taksonów tej grupy. Identyfikacja licz-
nych gatunków owadów metodami tradycyjnymi, opartymi 
na cechach morfologicznych, wymaga specjalistycznej wie-
dzy i jest czasochłonna. Co więcej, diagnostyka ta opiera się 
często na różnicach morfologicznych postaci dorosłych owa-
dów, co stwarza poważne ograniczenia w identyfikacji oka-
zów w fazach młodocianych (Balakrishnan 2005). W wielu 
przypadkach, ze względu na brak cech diagnostycznych lub 

dużą zmienność tych cech, metoda kodu kreskowego DNA 
stwarza możliwość szybkiej i precyzyjnej identyfikacji orga-
nizmów (Hebert et al. 2003, 2004). Wykorzystanie sekwencji 
DNA do uzyskania informacji na temat podobieństwa takso-
nomicznego nieznanego okazu polega na sekwencjonowaniu 
krótkiego fragmentu mitochondrialnej sekwencji kodującej 
podjednostkę I  genu oksydazy cytochromowej (cox1 CO1) 
i  na porównaniu z  biblioteką referencyjną kodów kresko-
wych znanych gatunków. Metoda ta jest skuteczna, zwłaszcza 
w identyfikacji owadów o małych rozmiarach, kryptycznych 
(Burns et al. 2008, Huemer et al. 2014) lub gatunków rzad-
kich, (Hebert et al. 2004; Sinclair, Gresens 2008; Sweeney 
et al. 2011; Anderson et al. 2013, Jackson et al. 2014) oraz 
prób łączących różne stadia rozwojowe owadów (Carew et 
al. 2005; Ekrem et al. 2007, 2010; Zhou et al. 2007, 2009; 
Stur, Ekrem 2011; Webb et al. 2012). 
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2. Identyfikacja taksonomiczna owadów

Rozwój filogenetyki molekularnej zrewolucjonizował tak-
sonomię. Liczne prace badawcze pokazują, w  jaki sposób 
analiza mitochondrialnego locus COI może zakwestionować 
dotychczasowe granice taksonomiczne. Dla chrząszczy z ro-
dziny jelonkowatych barkoding DNA potwierdził różnice 
pomiędzy kilkoma gatunkami Lucanus i  podgatunkami L. 
cervus L. (Cox et al. 2013). Podobnie na podstawie anali-
zy COI udało się rozgraniczyć gatunki w  dwóch grupach 
chrząszczy z  rodziny Hydrophilidae i Scarabaeidae (Mona-
ghan et al. 2005). Jordal i Kambestad (2014) na podstawie 
analiz mtDNA dokonali rewizji taksonomicznej dwóch ga-
tunków korników Pityophthorus micrographus L. i P. pity-
ographus Ratz. Kody kreskowe DNA zostały użyte także 
do identyfikacji motyli tropikalnych z  rodzaju Perichares 
(Lepidoptera, Hesperiidae). Od czasu ich pierwszego opisa-
nia w 1775 roku, często do grupy tej zaliczano okazy, które 
tylko powierzchownie pasowały do opisanych gatunków. Po 
analizie mtDNA okazało się, że niektóre gatunki są błędnie 
przypisane, a wiele z nich należy do kompleksu złożonego 
z  gatunków kryptycznych (Burns et al. 2008). Prawidłowe 
przypisanie okazów do gatunku, zwłaszcza w  przypadku 
gatunków kryptycznych, ma ważne następstwa dla badań 
taksonomicznych, ewolucyjnych i  bioróżnorodności, a  ich 
obecność pośród szkodników ma również konsekwencje 
ekonomiczne. 

Analiza kodu kreskowego DNA pozwala także usunąć 
niejednoznaczności w określeniu gatunku, wynikające z róż-
nic morfologicznych między przedstawicielami różnych 
kast w przypadku owadów społecznych, takich jak mrówki 
(Smith et al. 2008), czy różnic w morfologii samców i samic 
gatunków o  dużym dymorfizmie płciowym (Janzen 2005). 
Analiza mtDNA jest ważnym narzędziem w inwentaryzacji 
przyrodniczej i  ochronie bioróżnorodności,  ułatwiając za-
równo identyfikację okazów dziś żyjących, jak i opisanie tak-
sonów ze zbiorów muzealnych, a co najważniejsze, pozwala 
na łączenie tych próbek w celu odtworzenia historii gatun-
ków. Projekt inwentaryzacji motyli z rodziny miernikowco-
watych (Geometridae) na Kostaryce demonstruje możliwość 
wykorzystania kodów kreskowych DNA do opisania nowych 
gatunków (Chacon et al. 2012). Gąsienice pięciu gatunków 
motyli – Opsiphanes quiteria Stoll, O. tamarindi Felder, O. 
bogotanus Dist., O. invirae Hübner i O. fabricii Boisduval 
– należą do bardzo często spotykanych. Szósty gatunek, nale-
żący do rodzaju Opsiphanes, którego dorosłe samce są bardzo 
podobne do okazów męskich pospolitego O. fabricii, ozna-
czono jako O. cassina fabricii (DeVries 1987; Bristow 1991). 
Analiza kodu kreskowego DNA tych gatunków wykazała, 
że O. cassina fabricii jest gatunkiem nowym dla Kostaryki, 
który przez swoje morfologiczne podobieństwo do gatunków 
powszechnie występujących, był dotychczas pomijany. 

Skuteczność metody sekwencjonowania DNA w  wy-
branym, standardowym regionie genomu do rozróżniania 
gatunków (Hebert et al. 2003, 2004) zainicjowała międzyna-
rodowe programy badawcze, których efektem są biblioteki 

kodów kreskowych dostępne w międzynarodowych bazach 
danych GenBank (Clark et al. 2016) i systemie BOLD (Bar-
code of Life Datasystems) (Ratnasingham, Hebert 2007). 
W  ciągu pierwszych lat działalności zebrano 430  000 
kodów kreskowych owadów reprezentujących około 50 000 
gatunków (30% wszystkich znanych gatunków) (Silva-
Brandão et al. 2009; International Barcode of Life 2010b). 
Największy zestaw danych do kodów kreskowych DNA dla 
owadów wodnych dostarczył  Webb (2012). Zebrał on 4165 
sekwencji z regionu mitochondrialnego genu podjednostki 
COI, reprezentujących 354 gatunki jętek (Ephemeroptera) 
z K anady, Meksyku i  Stanów Zjednoczonych. Pozwoliło 
to na skorygowanie wcześniej błędnie zidentyfikowanych 
gatunków i pogłębienie wiedzy na temat poziomów zmien-
ności locus COI, zarówno w obrębie gatunku, jak i między 
gatunkami. Dzięki projektowi wykorzystującemu barkoding 
DNA do przygotowania genetycznych i  morfologicznych 
kluczy do oznaczania gatunków muchówek z  plemienia 
Tanytarsini na Spitsbergenie i Wyspie Niedźwiedziej (Stur, 
Ekrem 2011) stworzono biblioteki kodów kreskowych DNA 
dla wszystkich gatunków arktycznych. Tanytarsini stanowią 
dużą i  zróżnicowaną grupę wodnych muchówek należącą 
do rodziny ochotkowatych (Chironomidae). Opracowane 
klucze umożliwiają identyfikację larw, poczwarek i okazów 
po ostatecznym przeobrażeniu gatunków Tanytarsini znale-
zionych na Svalbardzie. 

3. Ochrona gatunków zagrożonych

W  kontekście ochrony gatunków zagrożonych warto 
wspomnieć, że metoda kodów kreskowych DNA ma dodat-
kową zaletę, pozwalając na wykorzystywanie w  badaniach 
jedynie małych fragmentów anatomicznych zamiast całych 
osobników (Svensson et al. 2009 ). Eliminuje to potrzebę po-
zyskiwania całych okazów, co ma szczególnie duże znacz-
nie w przypadku małych populacji. Sztandarowym taksonem 
mającym znaczenie dla ochrony bezkręgowców w E uropie 
jest rodzaj Osmoderma (pachnica), obejmujący kompleks 
czterech gatunków, w  tym Osmoderma barnabita Motsch. 
– ściśle związany ze starymi, dziuplastymi drzewami, który 
był intensywnie badany przez Landvik (2017). W  powyż-
szym opracowaniu autorzy koncentrują się na wyjaśnieniu 
struktury filogeograficznej wschodnioeuropejskiej populacji 
O. barnabita, bazując na okazach z terenu Łotwy i Finlandii 
oraz na wcześniej opublikowanych sekwencjach i  okazach 
muzealnych. Analiza sekwencji mitochondrialnego genu 
COI pozwoliła na identyfikację 26 blisko spokrewnionych 
haplotypów, których różnorodność zmniejsza się z południa 
na północ. Obserwowana dystrybucja O. barnabita wska-
zała także na niedawną ekspansję tego gatunku w E uropie 
Wschodniej. Wiedza ta ma ogromny wpływ na ochronę 
i kontrolę gatunku, który zarówno w Polsce, jak i we wszyst-
kich innych państwach, podlega ochronie prawnej. Problem 
identyfikacji gatunków rzadkich i zagrożonych dotyczy także 
chrząszczy z  rodziny jelonkowatych (Lucanidae). Opisano 
ponad 90 gatunków rodzaju Lucanus, jednak w wielu przy-
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padkach zasadność wyodrębniania taksonów jest wątpliwa. 
Dymorfizm płciowy i zmienność rozmiarów ciała oraz brak 
diagnostycznych cech fenotypowych u larw dodatkowo kom-
plikują systematykę Lucanidae. Ich klasyfikacja zmienia się 
i  jest przedmiotem dyskusji. Ostatnie badania (Cox et al. 
2013) opisują siedem gatunków Lucanus w zachodniej Pale-
arktyce: Lucanus cervus L., L. ibericus Motsch., L. orienta-
lis Kraatz, L. tetraodon Thungerg, Lucanus (Pseudolucanus) 
barbarossa Fab., L. (P.) busignyi Planet i L. (P.) macrophyl-
lus Kraatz i niektóre z nich uznaje się za zagrożone. Trudno 
ustalić konkretne priorytety w zakresie ochrony bez prawid-
łowej identyfikacji, dlatego do rozpoznawania gatunków 
i podgatunków Lucanus posłużyła analiza końca 3 'genu COI 
(Cox et al. 2013). Zsekwencjonowany fragment COI pozwo-
lił rozróżnić kilka badanych gatunków Lucanus i rzekomych 
podgatunków L. cervus. 

4. Kontrola występowania szkodników drzew 
leśnych

W  czasach wzmożonego handlu drewnem i  produktami 
pochodzenia drzewnego wzrasta ryzyko przypadkowego za-
wleczenia obcych gatunków owadów. Szybka i prawidłowa 
identyfikacja ma kluczowe znaczenie dla wykrywania ob-
cych gatunków inwazyjnych, które mogą wykazywać wyższą 
patogenność na obszarach poza ich zasięgiem. Sekwencjo-
nowanie mtDNA regionu genu oksydazy cytochromowej 
I  (COI) pozwoliło na utworzenie biblioteki kodów kresko-
wych DNA europejskich chrząszczy, wśród nich: Ips typo-
graphus (L.), Plagionotus detritus (L.), Rhagium inquistor 
(L.), R. mordax (De Geer), Saperda scalaris (L.), Xylotrechus 
rusticus (L.), Peltis grossa (L.), Protaetia sp. Podobne pro-
jekty prowadzono w Finlandii (Pentinsaari et al. 2014) oraz 
w Niemczech (Hendrich et al. 2015), prezentując kody kres-
kowe DNA dla 4330 gatunków z Europy Północnej i Środ-
kowej. Podobnie powstała pierwsza biblioteka referencyjna 
DNA dla około 100 gatunków z  rodzaju Agrilus z  półkuli 
północnej na podstawie trzech markerów mitochondrialnych: 
cox1-5' (fragment kodu kreskowego DNA), cox1-3' i  rrnL. 
Wszystkie dane dostępne są w formacie bazy danych kodów 
kreskowych, w tym przykładowe obrazy i dane geograficzne 
(dx.doi.org/10.5883/DS-AGRILUS1), co stanowi jak dotąd 
najszerszy zbiór danych do identyfikacji gatunków z tego ro-
dzaju. Wszystkie, spośród ponad 3000 gatunków z  rodzaju 
Agrilus, odżywiają się częściami roślin, powodując poważ-
ne uszkodzenia drzew. Szybka ich identyfikacja to pierwszy 
krok do stworzenia kolejnych środków ochronnych. Bada-
nia molekularne mogą więc być skutecznym narzędziem do 
zwalczania szkodników o globalnym zasięgu. 151 gatunków 
chrząszczy, szkodników występujących w Europie i Amery-
ce Północnej, zostało zidentyfikowanych za pomocą kodów 
kreskowych DNA, w  tym Ips acuminatus (Gyll.) i  I. typo-
graphus (Jordal, Kamberstad 2014). Analiza kodu kresko-
wego DNA może więc służyć nie tylko jako nowe narzędzie 
taksonomiczne, ale również jako standardowy system szyb-
kiej identyfikacji i monitoringu. 

Rodzaj Xylotrechus (Coleoptera: Cerambycidae), repre-
zentowany w Grecji przez cztery gatunki, w 2014 roku był 
przyczyną szkód na plantacjach drzew oliwnych. Szkodniki 
Xylotrechus stebbingi Gahan i X. rusticus (L.) zidentyfikowa-
no na podstawie cech morfologicznych w połączeniu z anali-
zą kodu kreskowego DNA (Levidara et al. 2018). 

Zapobieganie wprowadzaniu inwazyjnych gatunków ob-
cych do ekosystemów leśnych jest celem o  wysokim prio-
rytecie dla krajów o  rozległych zasobach leśnych. Badania 
kodów kreskowych DNA, w obrębie rodziny Erebidae (Le-
pidoptera), ujawniły wewnątrzgatunkowe rozbieżności po-
między Lymantria dispar (L.), L. mathura Moore i L. sinica 
Moore (Stewart et al. 2016). Aby pomóc w identyfikacji tych 
owadów opracowano zestaw testów TaqMan®, które mogą 
identyfikować wszystkie trzy podgatunki L. dispar oraz 
pięć dodatkowych gatunków Lymantria stanowiących za-
grożenie dla lasów w  Ameryce Północnej. Zestaw testów 
stanowi "klucz molekularny" (analogiczny do klucza takso-
nomicznego) i  obejmuje kilka równoległych pojedynczych 
i multipleksowych reakcji qPCR. Każda reakcja wykorzy-
stuje kombinację starterów i  sond zaprojektowanych do 
oddzielania taksonów, umożliwia szybką i  dokładną ich 
identyfikację. Analiza danych molekularnych może szybko 
identyfikować nieznaną próbkę, w  tym stadia młodociane 
owadów. Kolejne badania potwierdzają wysoki potencjał 
kodów kreskowych COI do identyfikacji larw chrząszczy 
z rodziny zgniotkowatych i kózkowatych: Cucujus cinnabe-
rinus (Scop.), Rhagium mordax i R. inquisitor (Ziganshina 
et al.2018). W  badaniach z wykorzystaniem kodu kresko-
wego DNA możliwość identyfikacji gatunków rzadkich 
i leśnych szkodników dotyczy także okazów w różnych sta-
diach rozwoju. Wu i  in. (2017) zastosowali zintegrowane 
podejście, które nie było wcześniej stosowane, a pozwala na 
krzyżową weryfikację wyników przez jednoczesną hodow-
lę larw do stadium dorosłego. Kody kreskowe DNA wyge-
nerowane w  tych badaniach uzupełniają dane na wypadek 
nieumyślnie przetransportowanych szkodników, takich jak 
Saperda sp. i Xylotrechus sp.

5. Kontrowersje dotyczące użyteczności kodów 
kreskowych DNA 

Kod kreskowy DNA ma wiele zalet, które pozwalają na 
szybką identyfikację dużej liczby próbek, nawet przez osoby 
niebędące ekspertami. Istnieją jednak pewne kontrowersje 
dotyczące  wykorzystywania kodów kreskowych DNA w sy-
stemie klasyfikacji organizmów, zarówno na etapie identy-
fikacji okazów, jak i odkrywania nowych gatunków (Meier 
2008). Przypisanie nazw taksonomicznych nieznanym oka-
zom dokonuje się przy użyciu bibliotek referencyjnych DNA 
i  zależy od liczby przedstawicieli każdego gatunku, zawar-
tych w  bazie danych. Proces ten może być obarczony błę-
dem, gdy próbki zawarte w bibliotece zostały nieprawidłowo 
opisane lub nie odzwierciedlają ogólnego zróżnicowania 
genetycznego gatunku. Najważniejszym czynnikiem decydu-
jącym o dokładności identyfikacji gatunków jest więc zasob-
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ność dostępnych bibliotek kodów kreskowych (Ekrem et al. 
2007). W  rzeczywistości większość błędów w  identyfikacji 
wynika z braku danych referencyjnych (Virgilio et al. 2010). 
Identyfikacja nowych gatunków, dzięki kodom kreskowym 
DNA, wymaga dużej dokładności i  przestaje być efektyw-
na na skutek dużego zróżnicowania genetycznego wewnątrz 
danego gatunku (Davis, Nixon 1992; DeSalle et al. 2005). 
Na wyniki identyfikacji może negatywnie wpłynąć zjawisko 
heteroplazmii (Song et al. 2008), czyli współistnienia kilku 
haplotypów mitochondrialnych u jednego osobnika, zgłasza-
ne w przypadku wielu owadów (Gellissen, Michaelis 1987; 
Bensasson et al. 2000; Brower 2006; Rubinoff et al. 2006; 
Magnacca, Brown 2010a, b). Szacuje się, że jedna czwarta 
taksonów opisanych zwierząt nie jest monofiletyczna (Funk, 
Omland 2003), co także może być źródłem błędów w anali-
zach. Różne gatunki  mogą wydawać się także polifiletyczne 
lub parafiletyczne z powodu niepełnego sortowania linii mi-
tochondrialnego DNA lub introgresji. Takie sytuacje są dość 
powszechne (np. Kaila, Ståhls 2006; Burns et al. 2010; Žu-
rovcová et al. 2010). Problematyczny jest także dobór odpo-
wiednich metod statystycznych oraz interpretacja wyników 
zmienności genetycznej między okazami. Opracowanie algo-
rytmów do identyfikacji opartej na kodzie kreskowym DNA 
stanowi wciąż wyzwanie w dziedzinie bioinformatyki. 

Pomimo tych kwestii, Collins i  Cruickshank (2013) są 
optymistami co do przyszłości kodów kreskowych DNA, 
ponieważ zalety metody przewyższają jej wady. A sama iden-
tyfikacja oparta na kodzie kreskowym DNA może przebie-
gać dwuetapowo: początkowa identyfikacja za pomocą kodu 
kreskowego COI i szczegółowa identyfikacja z wykorzysta-
niem dodatkowych danych molekularnych i morfologicznych 
dla określonej grupy owadów. 

6. Podsumowanie

Znaczenie badań różnorodności biologicznej w  lasach 
wzrasta, czego przykładem jest prowadzona obecnie wiel-
koskalowa inwentaryzacja dużych kompleksów leśnych 
w wybranych nadleśnictwach oraz w Puszczy Białowieskiej. 
Wynika to z konieczności poznania liczby gatunków związa-
nych z ekosystemami leśnymi, co jest kluczowe między innymi 
dla wyznaczenia obszarów cennych przyrodniczo, prowadze-
nia zrównoważonej gospodarki leśnej, określenia jej wpływu 
na bioróżnorodność oraz poznania przyczyn zmian zasięgów, 
w  tym ekspansji lub zaniku pewnych gatunków. Jak dotąd 
przeważającą część badań inwentaryzacyjnych prowadzono 
tradycyjnymi metodami, a  więc na podstawie identyfikacji 
taksonomicznej cech morfologicznych, rzadziej anatomicz-
nych. W badaniach często napotykano trudności z: identyfi-
kacją, brakiem specjalistów, objęciem badaniami większych 
obszarów leśnych, wysokimi kosztami realizacji. Z pomocą 
mogą tutaj przyjść techniki analiz molekularnych. Niekiedy 
jest to jedyna metoda mogąca dać jednoznaczny wynik, np. 
dla rozróżnienia gatunków kryptycznych (bliźniaczych) czy 
form trudnych do identyfikacji, takich jak np. larwy. Tech-
niki molekularne są również niezastąpione w  przypadku, 

tzw. prób trudnych, jak np. fragmentów ciał owadów pozo-
stałych w próchnie, na podstawie których określenie gatunku 
macierzystego w sposób tradycyjny jest często niemożliwe. 
Technika kodu kreskowego DNA jest obecnie powszechną 
praktyką w celu wsparcia identyfikacji i klasyfikacji żywych 
organizmów (Hebert et al. 2003), ponieważ kod ten jest taki 
sam na każdym etapie cyklu życia określonego organizmu 
dla obu płci. Sekwencje kodów kreskowych, przesłane do baz 
danych, są łatwo dostępne, a kolejne analizy mogą być po-
wtórzone przez każdego. Bazy danych mają jednak wiele luk 
wśród taksonów. Intensywnie badane grupy i organizmy mo-
delowe mają zgromadzonych wiele sekwencji lub nawet całe 
dostępne genomy, ale zdecydowana większość gatunków nie 
ma żadnych danych dotyczących sekwencji i czeka na opisa-
nie (Sanderson et al. 2003). 

Konflikt interesów

Autorki deklarują brak potencjalnych konfliktów.

Źródło finansowania badań

Badania sfinansowano z  funduszu leśnego Państwowego 
Gospodarstwa Leśnego Lasy Państwowe – DGLP 500-449.
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