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MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA BARKODINGU
W OCHRONIE PRZYRODY

Andrzej Grzywacz, Wiestaw Bogdanowicz

Streszczenie

Muzeum i Instytut Zoologii PAN w Warszawie koordynuje badania wykorzystujace kod pa-
skowy DNA, wykonywane w ramach powstatlego Krajowego Banku DNA Roslin, Grzybow
i Zwierzat. W sktad tego konsorcjum naukowego wchodzi na razie 5 instytutow. Barkoding moze
przynosi¢ nieoceniona pomoc w badaniach gatunkowej réznorodnosci biologicznej, w botanice,
zoologii, mikologii oraz w naukach aplikacyjnych: rolnictwie, le$nictwie, medycynie, weterynarii,
naukach o zywnosci, ochronie przyrody i innych.

Stowa kluczowe: barkoding, kod genetyczny

POSSIBILITIES OF BARCODING APPLICATION IN NATURE PROTECTION

Abstract

Museum and Institute of Zoology of Polish Academy of Sciences in Warsaw coordinate research
using DNA barcode. The research is carried out under the National Bank of DNA of Plants, Fungi,
and Animals. Up to this moment, this research consortium includes five institutes. Barcoding can
bring invaluable help in studies of species biodiversity, botany, zoology, mycology, and application
sciences: agriculture, forestry, medicine,veterinary, food science, nature protection and others.

Keywords: barcoding, genetic code

Wstep

Zastosowanie genetycznego metkowania (DNA barcoding) stanowi wielki przelom w meto-
dach identyfikowania gatunkow, przy wykorzystaniu osiagnig¢ biologii molekularnej. Polega na
analizie kodu identyfikacyjnego sktadajacego si¢ z jednej lub kilku sekwencji, np. fragmentu mi-
tochondrialnego genu oksydazy cytochromu ¢ (COI) o dtugosci 648 par zasad w przypadku
zwierzat. Zaleta tej metody jest mozliwos¢ oznaczania organizméw rowniez w stadiach rozwojo-
wych trudnych do identyfikacji metodami tradycyjnymi, opartymi gtéwnie na wielu cechach mor-
fologicznych i anatomicznych. Mozna woéwczas oznaczy¢ gatunek majac do dyspozycji np. tylko
jajo, larwe owada, nasiona lub siewke rosliny, fragmenty kosci i pior zwierzat krggowych, grzyb-
nig, zarodniki. Oznaczanie kodu paskowego DNA, a szerzej metody biologii molekularnej, znaj-
duja szerokie zastosowanie w praktyce, a nie tylko w taksonomii organizméw, np. w badaniach
wptywu antropopresji na réznorodnos¢ biologiczna, badaniach zmiennosci genetycznej i $ledzeniu
historii demograficznej populacji, monitorowaniu stanu srodowiska, oznaczaniu alergenow u ludzi,
gatunkow sprawcow zatru¢ pokarmowych, badaniu rodzicielstwa i pokrewienstwa, identyfikacji po-
karmu, w problematyce inbredu (wsobnosci, krzyZzowania si¢ osobnikéw spokrewnionych), orze-
cznictwie sadowym zwiagzanym z ochrona przyrody (ktusownictwo, kradzieze, nielegalny handel),
wskazywaniu pochodzenia i drég migracji gatunkéw inwazyjnych oraz patogenow, w prowadze-
niu bankow roéznorodnosci genetycznej itd.
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Gatunkowa réznorodnos$¢ biologiczna

Roéznego typu szacunki i wyliczenia wskazuja, Ze potencjalnie jest mozliwe istnienie we
wspotczesnym swiecie od 5 do 12 mIn gatunkow organizméw. Wedlug innych autorow liczebnosé
gatunkowa biordznorodnosci moze wynosi¢ ponad 30 mln, ,,maksymalisci” twierdza, ze na Ziemi
bytuje prawdopodobnie az 50-80 mln gatunkow mikroorganizmoéw, roslin, grzybow i zwierzat (Wil-
son 1999). Do tej pory naukowo opisano, zarejestrowano tylko ponad 1,7 mln gatunkéw organiz-
mow. Aktualnie nieco wigcej, gdyz corocznie opisywanych jest tysiace nowych gatunkow, gtdwnie
z rejondw lasow tropikalnych. Gdy przyjmiemy istnienie 5 mln gatunkéw, to zidentyfikowano,
naukowo opisano, dopiero 34%, a wedlug innych danych 14% lub 3-6%, czy tez zaledwie 2% bio-
logicznej réznorodnosci swiata.

Tab. 1. Zarejestrowana gatunkowa réznorodnos¢ biologiczna Polski*
Table 1. Registered species biodiversity of Poland

Organizmy bezjadrowe 1945
Bakterie 298
Sinice 1647

Organizmy jadrowe 55418
Pierwotniaki 1152
Grzyby 5368
Rosliny 13530
Zwierzgta 35386

Ogodtem 57363

* zestawiono na podstawie: Roznorodnos¢ biologiczna Polski (2003), Andrzejewski,
Weigle (red.)

Tab. 2. Rosliny telomowe wystgpujace w Polsce™
Table 2. Embryophytes occurring in Poland

watrobowce 234
glewiki 4
mchy 697
widtakowe 13
skrzypowe 10
paprociowe 52
nagozalazkowe 10
okrytozalazkowe 2405

* wg H. Klamy (2003), J. Zarnowca (2003) oraz M. Zajqc i A. Zajgca (2003)

Z analiz zawartych w zbiorowym opracowaniu ,,R6znorodnos¢ biologiczna Polski” pod re-
dakcja Andrzejewskiego i Weigle (2003) wynika, Ze zarejestrowana gatunkowa roznorodno$¢ bio-
logiczna naszego kraju wynosi 57-60 tys. gatunkow (tab. 1). Niektore grupy organizmoéw, co do
liczebnosci gatunkow rozpoznane sa dos¢ dobrze. Roslin telomowych bytuje u nas 3425 gatun-
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kow, najwigcej okrytozalazkowych i mchow (tab. 2). Zwierzat strunowych jest 657-708 gatunkow,
w zaleznosci od zrodta danych i sposobow kwalifikowania, najwigcej gatunkdw jest ptakow (tab.
3). Porostow wystgpuje 1738 gatunkow, nieco ponad 4500 gatunkow grzybow wielkoowocniko-
wych.

Tab. 3. Zwierzgta strunowe wystgpujace w Polsce*
Table 3. Chordates occurring in Poland

Podtyp — ostonice
zachwy 2-6
ogonice 2
Podtyp kregowce
smoczkouste (krggouste) 4
ryby 89-129
ptazy 18
gady 9
ptaki 428-435
ssaki 105

* wg E. Chudzickiej i E. Skibinskiej (2003)

Liczne grupy organizmow sa niedostatecznie rozpoznane np. bakterie, pierwotniaki, grzyby mi-
kroskopijne, nicienie, niektore taksony owadow i pajeczakow (Grzywacz 2008). Sa co najmniej
trzy przyczyny takiego stanu rzeczy: brak dostatecznej ilosci specjalistow od niektorych grup or-
ganizmow; czasochtonne, kosztowne i specjalistyczne procedury laboratoryjne potrzebne do ozna-
czania niektorych taksonow; oparcie dotychczasowych metod taksonomii gtdwnie na cechach
budowy anatomicznej i morfologicznej, a szczegoty budowy sa tak zroznicowane, ze rozpoznanie
spokrewnionych gatunkow wymaga duzej wiedzy i doswiadczenia (czgsto okazow porownaw-
czych, duzych kolekeji i zbioréw), co sprawia, ze specjalisci od taksonomii zajmuja sig okre§long
(niekiedy waska) grupa organizmow np. umieja oznacza¢ niektore rzedy lub rodziny owadow, pa-
jeczakow, pierwotniakow, glonow, grzybow itd.

Gdybysmy zsumowali liczbg gatunkow roslin telomowych (3425) i zwierzat strunowych (708),
ktore w potocznym rozumieniu sa traktowane i postrzegane w percepcji spoleczenstwa jako ty-
powi przedstawiciele flory i fauny, to stanowityby one tylko 5,4% calej przypuszczalnej, poten-
cjalnie wystgpujacej gatunkowej réznorodnosci biologicznej Polski lub 7,2% liczebnosci
gatunkowej zarejestrowanej do tej pory.

Liczba gatunkow wystepujacych w Polsce, uznawana jest za wysoka w stosunku do panstw
sasiednich. Dotychczas zarejestrowano u nas okoto 57-60 tys., a przypuszczalnie, potencjalnie wy-
stepuje okoto 75-76 tysigey. Wedlug szacunkowych danych, w naszych lasach zyje ok. 36 tys. ga-
tunkow zarejestrowanych, a organizméw prawdopodobnie zyjacych w lasach moze by¢ ok. 47 tys.
gatunkow. Za organizmy lesne uznaje sig takie, ktore wylacznie bytuja w lasach (obligatoryjnie),
oraz takie ktore takze moga wystgpowac w lasach (fakultatywnie) lub sa z lasami zwiazane spora-
dycznie (Grzywacz 2008). Jako ilustracja takiej rozbiezno$ci migdzy stanem zbadania gatunkow,
a prawdopodobna ich catkowita liczebno$cia na danym terytorium, niech postuza grzyby. W Pol-
sce wystgpuje prawdopodobnie ponad 14 tys. gatunkow grzybow, z czego 4,5-5 tys. grzybow wiel-
koowocnikowych (macromycetes) 1 7-8 tys. grzybow mikroskopijnych (micromycetes) oraz prawie
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2 tys. grzybow lichenizowanych, tworzacych z zielenicami i sinicami symbiotyczne organizmy
w postaci porostow. Do tej pory zarejestrowano okoto 7,6 tys. gatunkow grzybow (4 tys. wielko-
owocnikowych, 2 tys. mikroskopijnych i 1,6 tys. grzybow lichenizowanych), co oznacza, ze sto-
pien rozpoznania fungi (Swiata grzybow) wynosi w Polsce ok. 54% (Grzywacz 2003).

Carl von Linné, Karol Linneusz (1707-1778) w fundamentalnym swoim dziele ,,Systema Na-
turae” upowszechnit zasadg binominalnego (nazwa rodzaju i gatunku) nazewnictwa biologicznego.
W swoim bardzo pracowitym zyciu sam opisat 7,7 tys. gatunkow roslin i ponad 4,1 tys. zwierzat.
Zaproponowany przez niego system taksonomiczny byt sztuczny, ale stat si¢ podstawa wspotczes-
nej systematyki.

Nadal wiele gatunkéw w Polsce, Europie i na swiecie czeka na odkrycie. Nie da sig zastapi¢
pracy klasycznych taksonomow, ale biologia molekularna moze przyspieszy¢ i utatwic identyfika-
cj¢ gatunkow, tworzac katalogi genetycznych kodow paskowych.

Krajowy Bank DNA Ro$lin, Grzybéw i Zwierzat

Polski Bank DNA jest inicjatywa instytucji naukowych (tabela 4) wykorzystujacych kody pas-
kowe DNA w badaniach taksonomicznych jak i praktycznym zastosowaniu. Poczatki dziatalno$ci
banku datuje si¢ na 2006 r. Jest tam gromadzony materiat biologiczny do otrzymania DNA. Celem
Banku jest gromadzenie i powigkszanie wiedzy o roslinach, grzybach i zwierzgtach przy wyko-
rzystaniu najnowszych odkry¢ i standardow w badaniach DNA. Bank prowadzi witryng internetowa
http://www.bankdna.pl/, ktéra ma shuzy¢ jako zrodto wiedzy dla wszystkich zainteresowanych bar-
kodingiem DNA oraz gromadzeniem danych o oznaczonych probkach i cyklicznej prezentacji wy-
nikéw badaf.

Dzigki analizom DNA powstaja nowe galezie biologii: taksonomia molekularna, ekologia mo-
lekularna oraz nowe mozliwo$ci w ochronie przyrody, w tym dla ratowania ginacych gatunkow. Na
stronach internetowych Krajowego Banku DNA mozna uzyskac¢ informacje o sposobach zbierania
probek, jak dokumentowac i przechowywaé materiat do badan DNA: ro$lin naczyniowych, grzy-
bow, ssakow, ptakow i duzych bezkregowcow, matych ryb i innych bezkrggowcow.

Tab. 4. Placowki naukowe wchodzace do tej pory w sktad Banku DNA
Table 4. Scientific institutions joining DNA Bank untill now

Muzeum i Instytut Zoologii PAN Warszawa
Instytut Botaniki PAN im. W. Szafera Krakow
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN Jastrzgbiec
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin Radzikoéw
Uniwersytet Zielonogérski, Wydziat Nauk Biologicznych Zielona Gora

Podano tam réwniez przyktady zastosowania barkodingu DNA w systematyce organizmow oraz
w celach praktycznych, wyniki badan z wielu laboratoriow na catym $wiecie (Bogdanowicz, Dra-
ber-Monko, Malewski 2008). Warto wiedzie¢, ze Consortium for the Barcode of Life (CBOL) sku-
pia 157 organizacji z 45 krajow i powstaje program sekwencjonowania COI u wszystkich motyli,
ryb, ptakéw oraz organizméw zyjacych w rejonach polarnych.
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Koordynatorem Banku jest Muzeum i Instytut Zoologii PAN w Warszawie. Sie¢ naukowa Banku
jest otwarta, dla wszystkich placowek badawczych juz zajmujacych sig, badz zainteresowanych
wykorzystaniem barkodingu DNA. Dotyczy to uczelni i instytutow z zakresu nauk przyrodniczych,
medycyny, weterynarii, rolnictwa, le§nictwa, ochrony przyrody, nauk o zywnosci i wielu innych.

Genetyczne metkowanie gatunkow

Wielkie hipermarkety z powodu niemoznos$ci zapamigtania przez kasjerow cen tak duzych ilosci
roznorodnych towarow znajdujacych si¢ w sprzedazy, wprowadzilty kod paskowy, gdzie wystepuje
najczesciej kombinacja kilkunastu elementow (paskoéw dtugich i krétkich oraz paskéw grubych
i cienkich). Pewna analogig do tej metody identyfikacji towaréw wykorzystano w genetyce.

Sposob identyfikacji organizméw nazywam DNA barkodingiem (barcode — kod paskowy). Stato
si¢ to dzigki opracowaniu metod ekstrakcji, oczyszczania i analizowania struktury DNA, ale row-
niez dzigki zwigkszeniu mocy obliczeniowej komputeréw, rozwojowi bioinformatyki (markery,
programy). Dopiero wspolne sukcesy biologii molekularnej i informatyki daty mozliwosci identy-
fikacji gatunkow tylko na podstawie sekwencji DNA.

Do genetycznego metkowania gatunkow np. u zwierzat wybrano fragment DNA o dlugosci ok.
650 nukleotydow genu pierwszej podjednostki oksydazy cytochromowej (COI). Sekwencjg COI ce-
chuje mata zmiennos$¢ wewnatrzgatunkowa, stad gen ten jest dobra metka biologiczna. Dla innych
grup organizméw stuza inne fragmenty DNA z réznorodnych gendw, takie aby najbardziej byty
charakterystyczne dla gatunku.

Oznaczenie kodu paskowego DNA znalazto juz szerokie zastosowanie w praktyce. Stuzy w ta-
ksonomii organizméw, do oceny wptywu antropopres;ji na réznorodno$¢ biologiczna, do $ledzenia
historii demograficznej populacji i ich zmiennosci genetycznej, do monitorowania stanu $rodo-
wiska, oznaczanie alergenow u ludzi, gatunkoéw sprawcow zatrué¢ pokarmowych (grzyby, rosliny),
w badaniach rodzicielstwa i pokrewienstwa, w identyfikacji sktadu gatunkowego pokarmu ludzi
i zwierzat, w problematyce inbredu (wsobnosci, krzyzowania si¢ osobnikéw spokrewnionych)
(Bogdanowicz, Draber-Monko, Malewski 2008, Freeland 2008). Oznaczanie kodu paskowego DNA
stuzy w orzecznictwie sadowym zwigzanym z rozstrzyganiem spraw zwiazanych z klusownic-
twem, kradziezami zwierzat i produktow pochodzenia roslinnego i zwierzgcego, nielegalnym hand-
lem, fatszerstwami w produkcji zywnosci.

Dla przyktadu mozna poda¢ identyfikacjg gatunkowa jelenia, sarny lub rozréznianie ich migsa
od migsa zwierzat domowych (koza, owca, bydto), co wykonuje si¢ na zlecenie producentow zyw-
nosci, kotek towieckich, policji, w przypadkach badania nielegalnego pochodzenia produktéw
spozywczych, ktusownictwa, wypadkow drogowych z udziatem zwierzat (Natanek-Wisniewska
2009). Mozna bada¢ sktad gatunkowy komponentéw drobiu w produktach spozywczych i karmie
dla zwierzat w celu sprawdzenia rzetelnosci informacji podanych przez producentéw. Badano pro-
bki krwi pochodzace od kury, gesi, kaczki i indyka z ktorej wyizolowano sekwencj¢ konserwa-
tywnego regionu 12S-rDNA (Natanek-Wisniewska 2009b).

Badania kodu paskowego DNA mozna wykorzystywa¢ w entomologii sadowej (Kaczorowska,
Draber-Monko 2009) np. do odrézniania nekrofagicznych gatunkéw muchowek z rodziny plujko-
watych, co pomocne jest w okreslaniu czasu jaki uptynat od chwili $mierci do momentu odkrycia
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zwlok. Korzysci z badan kodu paskowego mozna zastosowa¢ w ochronie ro$lin i fitopatologii we
wskazywaniu pochodzenia i drég migracji gatunkéw inwazyjnych (owady, pajeczaki, nicienie) oraz
patogenow (grzyby, organizmy grzybopodobne). Barkoding DNA jest pomocny w prowadzeniu
bankéw roznorodnosci genetycznej.

Metkowanie genetyczne gatunkow grzybow jest niezwykle przydatne np. w badaniach mikoryz
drzew lesnych. Ektomikoryzy drzew sa badane w roznych latach i porach roku, czgsto przy braku
lub efemerycznym, krotkotrwatym pojawie owocnikéw. Na podstawie morfologii i budowy ana-
tomicznej owocnika mozna oznaczy¢ gatunek, ale gdy go brak — nie, gdyz tradycyjnymi metodami,
na podstawie samej grzybni tego zrobi¢ nie mozna. Grzybnia pobrana z korzeni jest wystarczajaca
probka do barkodingu DNA, co pozwala oznaczy¢ jej gatunek (Trocha 2008). Dokonuje sig tego
na podstawie analizy regionu ITS.

Barkoding DNA ma takze swoich oponentow. Najczesciej argumentuja oni, ze metoda ta nie po-
zwala rozroznia¢ gatunki blisko spokrewnione i Ze aktualnie sa pewne stabosci metodyczne nie
pozwalajace na rozroznienie niektorych gatunkow zwierzat, a nawet niektorych grup taksono-
micznych; ze ,,znakowanie kodem DNA” to tylko chwyt marketingowy i nie jest to wcale nowos¢;
sadza, ze barkoding DNA zmniejszy dotacje na finansowanie badan taksonomicznych tradycyj-
nymi metodami, ktéra to dziedzina nauki i tak cierpi na chroniczny brak $rodkéw; bardzo czgsto
wskazuje sig¢ na wysokie koszty metkowania genetycznego organizmow, ze dtugo jeszcze bedzie
potrzeba czeka¢ na potanienie badan probek. Mimo tego, wykorzystywanie metod biologii mole-
kularnej, w tym barkodingu w $wiecie i w Polsce bardzo rozwija sig.

Marzeniem przysztosci jest sytuacja, w ktorej postgp naukowo-techniczny pozwoli na zbudo-
wanie podrgcznych urzadzen, np. wielkosci odbiornika GPS lub telefonu komoérkowego, za po-
mocg ktorego bedzie mozna ,,odczyta¢” charakterystyczny dla gatunku odcinek DNA z matej probki
tkanki (Stoechle, Hebert 2009). Badacz, turysta, celnik, lesnik, przyrodnik, dziatacz ochrony przy-
rody, za pomoca takiego, nieistniejacego jeszcze urzadzenia moglby na podstawie fragmentu wlosa,
piora, odnoza owada, kawatka owocnika grzyba lub liscia rosliny, przeanalizowac sekwencj¢ nuk-
leotydow we fragmencie DNA, pehiacego funkcj¢ kodu kreskowego.

Odczyt zostatby przestany do bazy danych, publicznie dostgpnej biblioteki (banku) kodow pas-
kowych, przeanalizowany przez odpowiednie programy i stamtad naptynetyby podstawowe infor-
macje — nazwa gatunku, ogdlna charakterystyka, pogladowe zdjgcia, mapka z rozmieszczeniem
wystgpowania, czy tez inne dane. Kazdy w dowolnym czasie i miejscu mogtby zidentyfikowacé in-
teresujacy go organizm lub tez dowiedzie¢ sig, ze dany okaz nie zostat do tej pory jeszcze przez ni-
kogo opisany dla nauki. Aktualnie jest to marzenie, fantastyka naukowa, ale kto wie!

Na razie jest pilna potrzeba rozbudowy bankow gendw (lesnych, rolniczych, medycznych, ogol-
nobiologicznych — botanicznych, zoologicznych, mikologicznych, mikrobiologicznych); rozwoju
instytucjonalnego i finansowego Krajowego Banku DNA Roslin, Grzybow i Zwierzat koordyno-
wanego przez Muzeum i Instytut Zoologii PAN w Warszawie; intensyfikacji badan terenowych
przez biologdéw oraz szczegdtowej penetracji stabiej zbadanych siedlisk, zbiorowisk roslinnych
i zwierzgeych oraz regionow kraju oraz gromadzenia odpowiednich probek organizméw; rozwoju
bazy markerow genetycznych, programoéw komputerowych, sprzetu i urzadzen laboratoryjnych,
zwigkszenia naktadow finansowych na barkoding DNA.
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