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Zastosowanie metod molekularnych w identyfikacii
gatunku, wieku i ptci owadow użytecznych w entomologii
sądowej

Streszczenie

Entomologia sądowa wykorzystuje owady do ustalania czasu i przyczyny śmierci, a nawet miejsca, w ktÓ-

rym nastąpila. W tym celu stosowane są dwie metody. Metoda rozwojowa opiera się na wzorcach rozwoju

larw w określonych warunkach temperaturowo-Środowiskowych. Metoda sukcesyjna analizuje występujące

w rlżnych środowiskach wzorce pojawiania się poszczegolnych taksonÓw na zwlokach. W obu tych metodach

najistotniejszą kwestią jest poprawna identyfikacja gatunkiw. W poniższym ar1ykule zaprezentowane zostały

molekularne metody idenĄđikacji, takie jak barkoding DNA czy analiza krzywych denaturacji DNA o wysokiej

r ozdzielczości (D NA-H R M- Pc R).

Slowa kluczowe entomologia sądowa, barkoding DNA, mtDNA, metody molekularne, identyfikacja gatun-

kowa

Wstęp

Entomologia sądowa jest nauką wykorzystującą
owady na potrzeby wymiaru sprawiedliwości. Proces
rozkladu zaczynď1ący się w chwili śmierci i trwający aż
do calkowitego zeszkieletowania jest procesem zlożo-
nym i nieodwracalnym, przeprowadzanym przez sze-
reg drobnoustroj w i zwierząt'

lnÍormacje o czasie, miejscu czy przyczynie zgonu
zazwyczaj uzyskiwane są po przeprowadzeniu sekcji
sądowo-lekarskiej, na podstawie oceny wczesnych
znamion pośmiertnych (m.in. plam opadowych, stę-
żenia poŚmiertnego, oziębienia pośmiertnego), czyli
do 7 2 godzin po zaprzestan i u f u n kcj i zyciowych [ 1 -2] .

Po uplywie tego czasu należy posluzyć się metodami
oÍerowanymi przez inne dziedziny nauki, m.in. ento-
mologię sądową.

Badanie kolejności pojawiania się i rozwoju gatun-
kÓw owad w nekroÍilnych na zwlokach pozwala osza-
cować czas zgonu, natomiast znajomoŚć zasięgow
występowania poszczegÓlnych gatunkÓw owad w

l lch preÍerencji Środowiskowych umożliwia określenie
lnlejsca zgonu oraz ustalenie, czy zwloki zostaly prze-

mloszczone [3-5].
W początkowych stadiach rozkladu zwloki zasie-

ĺllnllo są glÓwnie przez przedstawicieli muchÓwek

(Diptera), z kt rych najważniejszą rodzinę stanowią
plujkowate (Calliphoridae). W pÓŹniejszych stadiach
rozkładu przeważają chrząszcze (Coleoptera) [6]'
Podejrzewa się, ze związane jest to z wydzielaniem
przezlarwy muchÓwek duzych ilości toksycznego dla
larw chrząszczy amoniaku [7]. Znane są przypadki,
gdy W warunkach niesprzyjających rozwojowi much
(np. zbyt niska temperatura) chrząszcze z gatunku
Necrodes littoralis samodzielnie przeprowadzily cat-
kowity rozklad zwlok [8]. Podczas zbierania materialu
entomologicznego nie wolno pominąć gatunkÓw
pojawiających się na zwtokach przypadkowo (m.in.

os, mrÓwek, motyli) lub przeniesionych przez chrzą'
szcze na drodze Íorezy (roztocza), stanowiących
cenne dla ustalania okoliczności śmierci wskazowki

[e-12].
W tradycyjnym podejściu identyfikację gatunkową

przeprowadza się z wykorzystaniem specjalistycz-
nych kluczy do oznaczania opartych na cechach mor-
fologicznych. Często jest to jednak zadaniem żmud_
nym i skomplikowanym, a w przypadku posiadania
jedynie fragmentu organizmu czy jego formy mlo-

docianej często niemożliwym. opracowanie metody
ulatwiającej identyfikację gatunkową stanowi kwestię
priorytetową, angażującą także inne dziedziny, w tym

najprężn iej rozwijającą się biologię molekularną.

ldenĘ1Ílkacja gatunkowa z wykorzystan iem
markerow genetycznych

Jedną z metod identyfikacji gatunkÓw, nazywaną
barkodingiem DNA (DNA barcoding), zaproponowal
w 2003 roku Paul Hebeft z lnstytutu BiorÓżnorodno-
ści Uniwersytetu Guelph w Kanadzie. Wykorzystując
tę metodę, przeprowadzil analizę setek doroslych
osobnikow motyli występujących w Kostaryce, bar-
dzo podobnych do siebie moŕologicznie, o ktÓrych
sądzono, że reprezentują jeden gatunek Astraptes ful-
gerator (Walch, 1775)' Analiza ta ujawnila jednak, że
w rzeczywistości badana grupa stanowiła kompleks
zIożony z10 r żnych gatunkÓw [13-14].

Barkoding DNA wykorzystuje kr tkie, wystandary-
zowane sekwencje markerÓw genetycznych do iden-
tyfikacji gatunkowej osobnika, z kt rego te sekwencje
pochodzą. Wybrane sekwencje powinny charaktery-
zowaĆ się niską zmiennością w obrębie gatunku (ok'
2%) i riwnocześnie wysoką zmiennością między
gatunkami (ok. 10%) [13]. Projektowanie starterÓw do
reakcji PCR oraz p Źniejszą standaryzację ulatwiają
dużaliczba powtÓrze w genomie ioÍlankowanie kon-
sen/vatywnymidomenami. lstotna jest r wnież dlugoŚć
sekwencji ,,kodu paskowego" - kritkie fragmenty,
z malą liczbą insercji/delecji, znacznie przyspieszają
i ulatwiają identyfikację.

W przeciwie stwie do metod tradycyjnych, do
oznaczania gatunku na podstawie sekwencji marke-
rowej wystarczą jedynie fragmenty organizm w (np.
piÓra, kości) czy stadia trudne w identyfikacji (np.
lanľy, nasiona) [15].

Odnalezienie jednej markerowej sekwencji DNA
standardowej dla wszystkich organizmÓw okazuje się
jednak zbyt skomplikowane, dlatego obecnie prowa-
dzi się badania mające na celu odszukanie marker w
DNA najbardziej odpowiednich dla poszczeg lnych
grup organizm w. W przypadku zwierząt (Zatem
i owadÓw) najlepszy okazuje się fragment z S'-ko ca
mitochondrialnego genu podjednostki I oksydazy
cytochromowĄ (cytochrome c oxidase subunit l _
Col), o dlugości 648 par zasad.

W identyfikacji gatunkowej zastosowanie zną-
dują rÓwnież inne regiony mitochondrialnego DNA
(sekwencja cytochromu b' bialka wchodzącego
w sklad kompleksu lll la cucha oddechowego oraz
region kontrolny, zwany rÓwnież pętlą D, będący naj-
szybciej ewoluującą częŚcią genomu mitochondrial-
nego), atakże markery jądrowe.

Mitochondrialne DNA występuje W komorce
w duzej liczbie kopii, jego kolista struktura zapewnia
większą odporność na degradację, a geny (zazvly-
czaj) nie ulegają rekombinacji. Dlatego też jedynie
markery jądrowe umożliwiają identyfikację i analizę
hybryd. W analizach tych powszechne zastosowanie
znajdują geny rybosomowego DNA (18S, 5,8S i 28s),
oddzielone transkrybowanymi przekladkami lTSl
i lTS2 (nternal transcribed spacer), stosowanymi jako

sekwencje markerowe u grzyb w [16], roślin [17-18]
i zwierząl [19-20].

Jednak w dobie intensywnego rozwoju technik
sekwencjonowania wysokoprzepustowego, gdy
poznanie pelnej sekwencji genomowej dowolnego
organizmu okazuje się coraz latwiejsze i taŕlsze,
metoda barkodingu DNA staje przed poważnym
wyzwaniem. Opracowanie bazy sekwencji barkodo-
wych wszystkich organizm w żywych zajmie naukow_
com wiele lat, a do tej pory analiza obecnego w pribce
DNA pozwoli jedynie na ustalenie, że należy ono do
wskazanego przezbazę gatunku lub innego, dla kt -

rego jeszcze nie opisano sekwencji barkodowej.
Mimo potrzeby dopracowania danych, barkoding

DNA zasługuje na miano pelnoprawnego narzędzia
taksonomicznego, użytecznego w entomologii sądo-
wej. Wybierając metodę identyfikacji, należy pamiętać
jednak, że to metody tradycyjne, opierające się na
obserwacji cech morfologicznych, wciąż są najtari-
sze, n aj szyb sze i zazw y czĄ nie wy m ag aj ą zniszczenia
identyf i kowanych okazÓw.

Barkoding DNA staje się coraz popularniejszy
w identyfikowaniu gatunkow owadÓw istotnych dla
entomologii sądowej, w szczeg lności plujek (Cal-
liphoridae) i ich larw, podczas gdy rÓwnie istotne
iznacznie trudniejsze w identyfikacji gatunki chrząsz-
czy są nieslusznie pomijane.

Zastosowanie barkodingu DNA
w identyflkacji gatunkow istotnych
w entomologii sądowej

Przeprowadzona przez Schroedera i in. [21] ana-
liza powielonych i trawionych enzymem restrykcyjnym
DralfragmentÓw Col i Coll (cyŕochrome oxidase subu-
nit ll, podjednostka ll oksydazy cytochromowej) o dlu-
gości 349 pztrzech gatunkÓw Calliphoridae wykazala,
że sekwencja gatunku Lucilia sericata (Meigen, 1826)
r zni się od sekwencji gatunku Calliphora viclna (Robi-
neau-Desvoidy, 1830) 34 nukleotydami, a od sekwen-
cji gatunku Calliphora vomitoria (Linnaeus, 1758) 30
nukleotydami. Gatunki Calliphora vicina i Calliphora
vomitoria rożnią się 15 nukleotydami. Natomiast ana-
lizy filogenetyczne Wellsa i Sperlinga l22l oparle na
fragmencie Col ujawnily, że dystans genetyczny
W obrębie pojedynczych gatunk w Calliphoridae
wynosi 1% i mniej, natomiast między gatunkami 3%
iwięcej.

Meier iin. [23] przeanalizowali 1333 sekwencje COI
z 449 gatunkÓw Diptera w celu określenia sekwencji
najlepiej identyfikujących gatunki ĺ stworzenia tym
samym gotowych narzędzi do potencjalnej identyÍi-
kacji osobnikÓw odlowionych na miejscu ujawnienia
zwlok. okazało się, ze aż21% gatunk w nie ma indy-
widualnej sekwencji barkodowej.

Analiza COI przeprowadzona przez Rolo i in. [2a]
dla 95 osobnikiw z 7 galunk w z rodzin Musci-
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rowane tą metodą.

ldentyÍikacja gatunku, wieku
i ptci z zastosowaniem innych metod

molekularnYch

produktu w rzeczYwistym c
(ednoczesne namnażanie i

każdym cyklu) [33]. Do tej

DEGs dla dw ch gatunkow
sądowej. W przypadku gatunku Lucilia sericata ziden-

tyfikowane DEGs nie pozwalały na poprawne oszaco-

wanie wieku poczwarki [34, 35], natomiast badania

nad DEGs u Cattiphora vicina pokazują, że metoda ta

może stanowić alternatywę dla tradycyjnych metod

szacowania wieku owadÓw [33].
Tę samą metodę zastosowano rownież do oceny

wieku zlozonych przez muchowki Lucilia serĺcata jď1,

wieku form preimaginalnych niezwykle istotne są

warunki środowiska. Zbyt niska temperatura moze

pory stworzenie skutecznej metody ich rozpoznawa-

nia. PorÓwnanie proÍili ekspresji genÓw larw poza dia-

palząi w jej trakcie pozwolilo na odnalezienie genÓw

charakterystycznych dla tego procesu. W przypadku

Sarcophaga
ekspresję m.
lia cupilna -
vicina - m.in

Analiza zależnej od wieku ekspresji genÓw jest

powszechnie stosowana w biologii molekularnej roz-

woju, a wykorzystywane przez nią techniki i narzę-

dzia z łatwością można wprowadzii do laboratoriow
prowadzących sądowe analizy DNA. Zastosowanie

mikromacierzy i pelne zautomatyzowanie metody

Podsumowanie

Dokladna i poprawna identyfikacja gatunkÓw uży-

tecznych w entomologii sądowej jest niezwykle istotna,

gdyżkaŻdy błąd w oznaczeniu doprowadzić może do

oskarżenia niewinnej osoby, podczas gdy przestępca

nadal będzie pozostawal na wolności' Entomologia

sądowa jest stosowana W W

wyższy poziom Zaawansow
noczone, Francja i Kanada.

prze ch sPraw krYminalnYch,

a dz AmerYkanska Narodowa

Słuz rologiczna (The National

Oceanic and Atmospheric Administration - NOAA)'

gdzie dostępne są (za niską oplatą) dane temperatu-

rowe prawie ze wszystkich regionow, stanowi żrodlo

niezwykle cennych w szacowaniu czasu zgonu infor-

macji [41].
W Polsce możliwości zastosowania owadow

nekrofilnych do określania czasu Zgonu bada sześc

ośrodkow: poznansko-torunski, gdariski, warszawski,

krakowski, lidzki i katowicki. Niewątpliwie metody

molekularne w istotny spos b podnoszą znaczenie

analiz entomologicznych i stanowią ich cenne uzupel-

nienie.

Podziękowania

Dziękuję anonimowemu recenzentowi za cenne

uwagi, ktÓre pomogly podnieśi wartość tej publi-

kacji.
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