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Morfologiczny chaos?
W XVIII wieku Kaľol Linneusz

w dziele Systema naturae opisał 7,7
tysiąca gatunków ľoślin oTaZ po-
nad 4 tysiące gatunków zwierząt,
stosując po ÍaZ pierwszy binomĹ
nalne nazewnictwo i twoľząc tym
Samym podwaliny współczesnej
taksonomii. Mimo iż w ciągu kolej-
nych 230 lat sklasyfikowano 1,7
miliona gatunków eukariontów,
naukowcy wciąŻ mają przed sobą
nie lada wyzwanie - szacuje się, Że

na świecie znaleŹćmożna ponad 10
milionów organizmów!

Każdy taksonom musi zatem
zmierzyć się z niesamowitą bioró-
żnoľodnością, opieľając się na spe-
cjalistycznych kluczach do ozna-
czania. Podczas identyfikacji ga-
tunku ptzy użyciu takiego klucza
bľane są pod uwagę ľóżne cechy
morfologiczĺle, zarówno w btrdo-
wie zewnętrznej, 1ak i wewnętrz-
nej, często bardzo subtelne. W zale-
żnoŚci od identyfikowanego osob-
nika analizuje się np' budowę liŚci,
barwę czy wielkoŚć ciała.

Klucze do oznaczania działają
na zasadzie kole j nych zaw ężefi zbio -
ru wynikowego - należy zapoznai
się z następującymi po sobie stwier-
dzeniami, wybierając z dwóch mo-
żliwych opcji tę popra\^/ną. Wybóľ
odsyła użytkownika do kolejnego
zestawu cech ze zbioru z odpowied-
nio zawężonymi informacjami,
przy CzyÍÍ|zkażđym krokiem male-
je liczba gatunków stanowiących
yrynik identyfikacji. Szczegółowe
inforĺnacje i opis gatunku pojawiają
się po zakończeniu analizy i dopiero
wtedy jednoznacznie można stwier-
dzić, czy nigdzie po drodze trie zo-
stała popełniona Żadna pomyłka,
a rvynik oznaczenia faktycznie jest

poprawny.
Niestety, ozr'aczarlie gatunków

metodą tľadycyjną nadal pozostaje
bardzo trudne w pľzypadku posia-
dania jedynie fragmentu oľgani-
zmu lub jego formy młodocianej
czy laľwalnej.

Linneusz idzie w odstawkę?
Identyfikacja gatunków na pod-

stawie cech morfologicznych CZęSto

jest zadanielrr żrnudnynr i skomplĹ
kowanym, co może utrudnić nie
tylko pľowadzenie badań nauko-
wych, ale także podejmowanie dal-
szych działań (np' w przypadku
niepopľawnej identyfikacji groź-
nych patogenőw opóżnione jest
postawienie trafnej diagĺozy
i szybkie rozpoczęcie leczenia). Uła-
twienie identyfikacji gatunkowej
uznano Zatem za kwestię prioryte-
tową, angażując także inne dziedzi-
ny, \^/ tym najpľężniej ĺozwijającą
się biologię molekularną.

Badania molekulaľne wykoĺzy-
stują tzw. markery molekularne,
czyli fľagmenty DNA, stanowiące
swoistą ,,metkę" specyficzną dla
danego gatunku. Metodę identyfĹ
kacji gatunkőw z wykoľzystaniem
sekwencji markeľowych po ľaz
pieľwszy wykorzystał w 2003 roku
Paul Hebeľt z Instytutu Bioĺóżno-
ľodnoŚci Uniweľsytetu Guelph
w Kanadzie' Umożliwiło mu to
zbaclanie setek dorosĘch osobni-
ków motyli z gatunku Á straptes ful-
gerator, żyjących w Kostaryce. Mo-
tyle te okazały się bardzo do siebie
podobne jedynie moľfologicznie,
w rzeczywistości stanowiąc kom-
pleks dziesięciu ľóżnych gatun-
ków. Sekwencje maľkero\^/e mogą

pełnić ftrnkcję swoistych ,,kodów
paskowych" (ang' barcodes) uła-
twiających szybką identyfikację
osobników. Pomysł twoĺzenia ka-
talogów genetycznych,,metek" dla
wszystkich organizmów Żywych,
kierowany obecnie pľzez konsor-
cjum CBoL (ang' Consortium foľ the
Barcode of Life), okazał się począt-
kiem prawdziwej ĺewolucji opartej
na trzech podsta\ /olvych techni-
kach biologii molekularnej: izolacji
DNĄ łańcuchowej ľeakcji polime-
ľazy (PCR) i sekwencjonowaniu
(tab. 1).

Zaskakujące ľozwiązania
Początkiem szybkiego opracowy-

wania ,,kodów paskowych" DNA
było powstanie w 2004 roku kon-
sorcjum zmíeĺzającego do St\^/oIZe-

nia baz danych unikatowych se-
kwencji DNĄ jednoznacznie okre-
ślających poszczegőlne gatunki.
Równocześnie podjęto próbę stwo-
rzenia pľostego, najlepiej przeno-
Śnego, pĺzyrząđu do identyfikacji
,,kodu paskowego" badanej próbki
materiału biologicznego (tzw. baľ-
kodera).

Konsoľcjum (http://moc.baľco-
deoflife'net l) ztzesza ponad 770 oĺ-
ganizacji z 50 krajów (muzea, uni-

Baľkoding DNA
r ideał cz idea?
Popľawna identyfikacja gatunkowa jest podstawą wszelkich badań

biologicznych, ekologicznych i biogeogľaficznyclr. Umiejętność dokładnego

oznaczenia przynależności oryanizmu do gatunku ořaz znajomość biologii

iekologiiznacznie ułatwiaią badania aplikacyjne np. nad bakteľiami

(u których jednak termin gatunek stosouíany musi byÉ z niezwykłą

ostľożnością), srybką diagnosĘkę uzytej podczas ataków tenorysĘcznych

bľoni biologicznej czy zwaląanie gospdaÍczo i ekonomicznie

niebezpiecznych szkodników up]aw. Rozulój biologii molekulamei, ndaszcza
badania nad ľozszyfľorvaniem kodu geneĘcznego i wyjaśnianiem

mechanizmów dziedziąenia, dostaľczył nowych metod identyfikacii
gatunków, dzięki któľym można w sposób peurny je zidentyfikowaÉ ito
w baľdzo kľótkim czasie. Ę aby jednak na pewno?
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Tabela 1. Techniki biologii molekulaľnej

weľsytety, ośrodki tządowq ply-
watne firmy), które gľomadzą se-
kwencje baľkodowe charakteľy-
StyCZne dla wszystkich gatunków
motyli (All-Leps), ryb (Fish Barcode
of Lľfe), ptaków (All Birds Barcoding
Initiatiue) oraz organizmów za-
mieszkujących ľegiony polaľne
(Polaľ Barcode of Live Initiative). Na-
tomiast t\^/oľZona na Uniweľsyte-
cie w Guelphbaza danych The Bąr-

code of Life (BOLD) (www. baľcode-
oflife. org) służy nie tylko do aľchi-
wizacli uzyskanych w wyniku ana-
liz markerowych sekwencji DNA.
Dane molekulaľne połączone są
z opisem morfologicznym i anato-
micznym gatunku, infoľmacjami
o rozmieszczeniu oraz odnośnika-
mi do literatuľy o nim traktującej.

W Polsce analizą z vĺykorzysta-
niem maľkeľowych sekwencji

DNA (od 2006 ľoku) zajmuje się
Kľajowy Bank DNA Roślin, Grzy-
bów i Zwierząt (łvww. bankdna.
pl), będący inicjatywą kilku krajo-
wych instytucji naukowych (Mu-
zeum i Instytutu Zoologii pAN
w Waľszawie, Instytutu Botaniki
PAN w Kľakowie, Instytutu Ho-
dowli i Aklimatyzacji Roślin w Ra-
dzikowie oľaz Instytutu Genetyki
i Hodowli Zwierząt PAN w Ja-

Izolacja DNA jest niezwykle istotnym etapem pracy biologa molekulamego. Celem izolacji jetdostaÍczenie jak na|większei ilości DNA o wy_

t"ľ:11*:ľ):::::1Yľľľi'1:'^,ľ1ľä:"_*ľ d1_t1qňtomolk, z ktňej tolowany jest DNA, np. w przypadkú t,i.o*r.-."i.r'ę.y.ľ' nu-leży uzunąć z mateńału duże ilości białkä, np. stosu|ąc'enzym proteinazę K.' 
Y' ťlzlťau^u ̂ vruurtĄ ZWlšlZęLyLI-t

obecnie zanłyczaj podczas żolacji wykorzýstuje się zestai,ĺy inacznieułamiające procedurę, pÍzygoto ĺe przezflľmy biotechnologiczne.

Łarícuchowa ľeakcja potimeľazy (PCR)

To mďoda służąca do. powielania fľagmentów DNA w warunkach laboratoýnych, pľowadząca do uzyskania 2n cząsteczek dwuniciowegoDNA, glz.le n stanowi liczbę'przeprowadzonych cykli. Do ľeakcji wymaganó'są'odpowĺednio zaprojektowane, kótkĺe ĺ.us..nty ĎŃÁ (t?*
ľ1'ry) komplementaľne do fragmentów nici znajdujących sĺę na'obu"koĺcaćh pt*i.lun.ĺo fľagmentu (tzw. forwaľrl i reverse) nnlimpraz

W 1980 roku trzech naukowców (Allan Maxam, Wa]ter Gilbeľt i Fre1ęľick Sangeľ) otrzymďo Nagrodę Nobla za wynaleáenie metod umoż:li_
$ających odczytanie kolejności par nukleoĘdowych w cząsteczce DNA.

Metoda dĺdeoksy - metoda Sangeľa

Pierwotnie polegďa ona na dodaniu do ľeakcji syntezy noyycĘ komplementamych ilości określonego tľifosforanu dide_oksynukleozydu (ddNTP) Reakcię prowadzoío r,ownócześńe w czteľech orlrlziel'nvc łĺloi n'^}rf-'L: l^.ł^.^.^_^ t-ll-^:^leÍl
k''ł'' ucLtydu wanie zahzym_-uje syntez ę u-

trzymane, radioaktywne Ś
oponwrnp rrrođłllc u;olL^6^i\ c^l^^'^_^:^ -..l-t^^!-l^-_-_ L_ lgregow.ane-wedfug wielkości). Sekwencję nukléotydową badanôgo fragmentu uľa
obecnie odczyt Sangera zostď zautomáýzowný az;ętĺ wyLorfstaníu ĺuoi.i..n

Sekwencjonowanĺe wysokopľzepustorĄre

obecnie stosowane są najnowocześniejsze metody sekwencjonowania wysokoprzepustowego.(ang. deep sequencing), tzw. sekwencionowanienastępnego pokolenia (ang. next gneration sequencing), m.in. piľosekwenô1ono*u',i., set<weäc1äno'w;"iä ;-ľ8*1ą czy sekwencjonowanie
,,mostkowe".
Piľosekwencjonowanie polega na ptzyłączeniucząsteczek DNA do nośnika
sów" w studzienkach. Do studzienek dódáje się kolejno cztery nukleotydy, z
pirofosforan i pow_odując ľeakcję z wydzieĺeniem kwantu śwĺätła, któľ1ł;óst r
czytów po 25G.500 pz)'
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Rys. 1. Statystyki przedstawiające rosnącą popularność barkodingu DNA w latach 2003-2012: (a) liczba publikacji pľezentujących przepĺowadzone ana-
lizy barkodowe oľaz (b) częstość cytowania tych publikacji (według webofknowledge.com)
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strzębcu). Jego celem jest powięk-
szenie posiadanej wiedzy na temat
r ó żny ch gatunkó\^/ roślin, gr Zyb őw
i zwierząt poprzez gromadzenie
mateľiału biologicznego i przepľo-
\Ą/adzanie licznych badań taksono-
micznych z zastosowaniem ,,ko-
dów paskowych" DNA.

obserwując działalność nauko-
\Ą/ą naj]^/iększych ośrodków ba-
dawczych na świecie oÍaz arralíz'J-
jąc statystyki publikacji (rys. 1),
można odnieść \^/Iażenie, że na-
uko]^/cy wÍęCz zachłysnęli się no-
M/ą metodą/ uzllając ją za antido-
tum na y/szelkie problemy z iden-
tyfikacją gatunkową. Powstaje jed-
nak kluczowe pytanie - czy istot-
nie metoda ta ma SZanSe na zastą-
pienie metod tľadycyjnych?

Potencjał barkodingu DNA umo-
żliwia klasyfikację gatunków już
znanych nauce oraz stano\ /i dosko-
nałe naľZędzie w odkľpvaniu ga-
tunków bliŹniaczych. W przeci-
wieństwie do metod tľadycyjnych
identyfikacja możIiwa jest także
w przypadku fragmentów organi-
zmu (np. pióľa, kości) czy stadiów
trudnych w oznaczaÍliu (np. larwy,
nasiona). Również analiza gatun-
ków kryptycznych, któľe morfolo-
gicznie rőżnią się nieznacznie, tak
że ich określenie jest prawie niemo-
żliwe, stała się łatwiejsza.

Barkoding DNA okazuje się uży-
teczny w badaniu antľopopIesji

na bioľóżnoľodność, zarówno
w skali regionalnej, jak i globalnej,
zrlaczlie ułatwiając monitoring
środowiska. Niektórzy twietdzą, że
moŻe być. przydatny przy odtwa-
Ízar'iu filogenetycznych zależności
oraz skuteczrryrľ prognozowaniu
i zapobieganiu inwazji obcych ga-
tunków. Diagnostyka z vĺykorzy-
staniem baľkodingu DNA z pov/o-
dzeniem StosoÝvana jest w medycy-
nie do badań aleľgologicznych oľaz
przez nauki sądowe do identyfika-
cji gatunków istotnych w okľeśla-
niu czasu, przyczyny czy miejsca
Zgonu. Ideał?

GeneĘczne,,kody paskowe''
Potencjalna sekwencja,,kodu

paskowego" DNA powinna cha-
rakteryzować się niską zmienno-
ścią w obrębie gatunku (ok. 2%)
i równocześnie wysoką zmienno-
ścią między gatunkami (ok. 10%).
Pĺojektowanie starterów do reakcji

PCR oľaz późniejszą standaryzację
ułatwiają także đuża liczba powtó-
rzeíl w genomie i oflankowanie
konseľwatywnymi domenami.
Istotna jest ľówniez długość se-
kwencji,,kodu paskowego" - kľót-
kie fragmenty, z rnałą liczbą inser-
cji/delecji, znacznie przyspieszają
i ułatwiają identyfikację.

W pĺzypadku identyfikacji ga-
tunków zwierząt główną sekwenc j ą
barkodową jest 648-nuk1eotydowy
fľagment S"-końca mitochondrial-
nego genu podjednostki I oksydazy
cytochľomowej (ang. cytochrome c
oxidase subunit ł CoD.Geny mito-
chondrialne zwietząt nie zawierają
intronów, a kolista cząsteczka mito-
chondrialnego DNA (mtDNA) jest
mniej podatna na degľadacjęniż ją-
dľowy DNA. Specyficzny sposób
ľeplikacji (bez ľekombinacji seksu-
alnej, dziedziczenie rnatczyne) za-
pewnia mniejszą liczbę insercji/de-
lecji. Sekwencję CoI łatwo powie-

18S 5,8S 28S

s|ETs 3|Eľ9

Rys. 2. Fragment rDNA z sekwencjami kodującymi 18s, 5,8s i 28S ľRNA oľaz transkĺybowane prze-
rywniki ITS1, ITS2 i ETS (5'i 3)
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lic, jednak nie umożliwia ona iden-
tyfikacji i analizy hybryd, ponie-
ważvĺymaga to dodatkowych ana-
liz. W tymptzrypadku wykoľzystu-
je się bardziej infoľmatywny ge-
nom jądrowy - sekwencje kodują-
ce ľRNA (18S, 5,Bs oraz 28S zawie-
rające wysoce konserwatywne do-
meny) oraz ĺozdzielające je tľans-
kľybowane przekładki ITS1 i ITS2
(ang. Internal Transcribed Spacer)
(rys'2)'obecnie ITS stosowane są
jednak częściej jako sekwencje baľ-
kodowe ĺ grzybőw.

Identyfikacja roślin opieľa się
na sekwencjach genów chloľopla-
stowych, gdyż mitochondrialna se-
kwencja CoI cechuje się niewy-
starczającą zmiennością, natomiast
DNA genomu jądrowego (nuDNA)
jest bardzo podatny na degradację.
Co więcej, cZęSte ľearanżacje
\^/ mtDNA i wymiana genów
z nuDNA oznaczają bľak stabiliza-

cji i tym Samym trudności \^r Stan-
daryzacji. Zkolei ľoślinne domeny
ITS mogą Występo\Ą/ać u jednego
oľganizmu w ľóżnych kopiach (pa-
ralogi). Chloroplastowy DNA
(cpDNA) chaľakteryzuje mała
zmienność sekwencji kodujących
i wysoka niekodujących. Stworzo-
no dwa zestarľy sekwencji marke-
ľowych stosowanych w barkodin_
gu DNA. Pierwszy Zesta\^/ składa
się tylko z sekwencji kodujących
(ľpoC1, matK ĺpoB), drugi wyko-
ľzystuje sekwencje dwóch genów
i jednej domeny niekodującej (ľpo-
C1, matK tľnH-psbA). Genom
chloroplastowy, podobnie jak mtD-
NA, dziedziczony jest w linii mat-
czynel i analiza z jego wykorzysta-
niem nie umożliwia rozpozlalia
gatunków mieszańcowych i intľo-
gľesantów.

świettana pľzyszłość?
Wzmożona praca naukowców

na cabim świecie dostaľcza coľaz
większej iloŚci informacji, wzboga-
cającbazy danych o sekwencje baľ-
kodowe kolejnych gatunków, pľzy-
bhzającnas zkażdym dniem do celu
przedsięwzięcia. Pľzenośny baľko-
deľ będący _ zđawać. by się mogło
_natzędzíeĺnna miarę filmów scien-
ce fiction byĆmoŻe nie jest osiągnię-
ciem aż tak odlegým i w niedalekiej
przy szłości każđy z nas będzie mó ý
za jego pomocą identyfikować ga-
tunki na Spacelze po paĺku.

Barkoding DNA zasługuje na
miano pełnopĺawnego narzęđzia
taksonomiczflego, wymagającego
wprawdzie dopracowania, jednak
stanowiącego potencjaln e rozvnąza-
nie konfliktu pomiędzy komeľcyj-
nym a naukowym wykoľzystaniem
w idenýfikacji metod biologii mole-
kularnej. Badacze udowadniają
ptzecież, że anďllza taka może być
łatwa, tania i szybkaprzy uzyskariu
w większości pľzypadków łv}mików
dokładnych i pewnych.

NiesteĘ nie można pominąć fak-
tu, iż metoda ta posiada także ciem-
ne strony. W dobie szybkiego ĺoz-
woju technik sekwencjonowania,
gdy poznanie sekwencji całego oľ-
ganizmu staje się cotaztaísze, gÍozi
metodzie barkodingu DNA ,,zesta-
rzenie technologiczne". Pľace
nad bazą sekwencji barkodowych

wszystkich organizmów ż1u"wychr

zajmą naukowcom wiele lat i dopó-
ki nie zostaną sfinalizowaĺe, anallza
danego fragmentu DNA w próbce
biologicznej pozwoli jedynie na \Ąry-

snucie wniosku, że oľganizm ten
najpľawdopodobniej jest wskaza-
ĺrympÍZeZ bazę gatunkiem lub nie-
stety innyĺn z setek pozostaýcĘ
niezbaľkodowanych do tej pory.

Co więcej, 1ak vĺykazano vĺyŻej,
,,unikatowość" sekwencji również
stanowi pľoblem. Już ĺa początku
drogi stwier dzono, iż zastosowanie
w baľkodingu DNA jednej standar-
dowej dla wszystkich organizmów
żyłĺych sekwencji DNA jest nie-
możliwe, a faktyczną ,,unikato-
wość" wybľanych fľagmentów bę-
đzie można potwieľdzić dopiero
po zakończeniu całego pľojektu
identyfikowania sekwencji... uni-
katowych.

Plany na pnyszłość
Koszt sekwencjonowania w cią-

gu 10 lat obniżył się 14 tysięcy razy
przy wztoście prędkości odczytu
sekwencji aż o 50 tysięcy razy! Jest
to możliwe d zięki prawidłowości,
według której im więcej jest zna-
nych sekwencji danego oľgani-
Zm1J, tym łatwiej poznać. kolejne.
Nic dziwnego zatem, że naukowcy
i fiľmy komeľcyjne twieĺđzą, iż
w ciągu kilku lat uda się im se-
kwencjonować genomy pojedyn-
czych osób za 1000 dolarów

Sekwencjonowanie wysokopľze-
pustowe (ang. deep sequencing) ĺmo-
żliwia geneľowanie w jednym pľze-
biegu milionów niezależnych kľót-
kich odczytów (po 25400 pz), znaj-
dując zastosowanie m.in. w metage-
nomice (analiza sekwencji całości
DNA wyizolowanego ze zbiorctä-
ska oľganizmów, stanowiąca jedyny
sposób badania mikĺooľganizmów,
któľe nie dają się hodować).

O stateczny wynik pr zesądzający
o dalszym losie baľkodingu DNA
poznamy na pe\^/no już niedługo.
Obecnie trudno jednoznacznie
stwieľdzić, czy metodę tę czeka
świetlana przyszłość, czy bľutalne
odesłanie do lamusa.

mgľ foanna Stojak
IBS PAN Białowieża
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