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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. Wstep

Owady stanowig najbardziej zréznicowana grupe zwierzat,
z opisanym ponad milionem gatunkéw i kolejnym milionem
oczekujacych na opis lub po prostu nieodkrytych (Grimal-
di, Engel 2005). W zdobywaniu uzytecznej wiedzy o jakiej-
kolwiek grupie organizméw podstawowym wymogiem jest
zdolno$¢ opisywania, klasyfikowania, a nastepnie identyfiko-
wania poszczegolnych taksondw tej grupy. Identyfikacja licz-
nych gatunkow owadow metodami tradycyjnymi, opartymi
na cechach morfologicznych, wymaga specjalistycznej wie-
dzy i jest czasochlonna. Co wiecej, diagnostyka ta opiera si¢
cze¢sto na roznicach morfologicznych postaci dorostych owa-
dow, co stwarza powazne ograniczenia w identyfikacji oka-
z6w w fazach mtodocianych (Balakrishnan 2005). W wielu
przypadkach, ze wzgledu na brak cech diagnostycznych Iub

duza zmiennos¢ tych cech, metoda kodu kreskowego DNA
stwarza mozliwo$¢ szybkiej i precyzyjnej identyfikacji orga-
nizmow (Hebert et al. 2003, 2004). Wykorzystanie sekwencji
DNA do uzyskania informacji na temat podobienstwa takso-
nomicznego nieznanego okazu polega na sekwencjonowaniu
krotkiego fragmentu mitochondrialnej sekwencji kodujace;j
podjednostke I genu oksydazy cytochromowej (coxl CO1)
i na poréwnaniu z bibliotekg referencyjng kodow kresko-
wych znanych gatunkéw. Metoda ta jest skuteczna, zwlaszcza
w identyfikacji owadéw o matych rozmiarach, kryptycznych
(Burns et al. 2008, Huemer et al. 2014) lub gatunkéw rzad-
kich, (Hebert et al. 2004; Sinclair, Gresens 2008; Sweeney
et al. 2011; Anderson et al. 2013, Jackson et al. 2014) oraz
prob laczacych rézne stadia rozwojowe owadow (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 owadow

Rozwd¢j filogenetyki molekularnej zrewolucjonizowat tak-
sonomi¢. Liczne prace badawcze pokazuja, w jaki sposob
analiza mitochondrialnego locus COI moze zakwestionowac
dotychczasowe granice taksonomiczne. Dla chrzaszczy z ro-
dziny jelonkowatych barkoding DNA potwierdzil rdznice
pomigdzy kilkoma gatunkami Lucanus i podgatunkami L.
cervus L. (Cox et al. 2013). Podobnie na podstawie anali-
zy COI udalo si¢ rozgraniczy¢ gatunki w dwodch grupach
chrzaszczy z rodziny Hydrophilidae i Scarabaeidae (Mona-
ghan et al. 2005). Jordal i Kambestad (2014) na podstawie
analiz mtDNA dokonali rewizji taksonomicznej dwoch ga-
tunkéw kornikow Pityophthorus micrographus L. i P. pity-
ographus Ratz. Kody kreskowe DNA zostaly uzyte takze
do identyfikacji motyli tropikalnych z rodzaju Perichares
(Lepidoptera, Hesperiidae). Od czasu ich pierwszego opisa-
nia w 1775 roku, czgsto do grupy tej zaliczano okazy, ktore
tylko powierzchownie pasowaly do opisanych gatunkow. Po
analizie mtDNA okazalo si¢, ze niektére gatunki sg blednie
przypisane, a wiele z nich nalezy do kompleksu ztozonego
z gatunkoéw kryptycznych (Burns et al. 2008). Prawidtowe
przypisanie okazoéw do gatunku, zwlaszcza w przypadku
gatunkow kryptycznych, ma wazne nastgpstwa dla badan
taksonomicznych, ewolucyjnych i biordéznorodnosci, a ich
obecno$¢ posréd szkodnikdw ma roéwniez konsekwencje
ekonomiczne.

Analiza kodu kreskowego DNA pozwala takze usunaé
niejednoznacznosci w okresleniu gatunku, wynikajace z r6z-
nic morfologicznych migdzy przedstawicielami réznych
kast w przypadku owadow spotecznych, takich jak mrowki
(Smith et al. 2008), czy réznic w morfologii samcow i samic
gatunkéw o duzym dymorfizmie plciowym (Janzen 2005).
Analiza mtDNA jest waznym narzedziem w inwentaryzacji
przyrodniczej i ochronie bioréznorodnosci, ulatwiajac za-
réwno identyfikacje okazow dzi§ zyjacych, jak i opisanie tak-
sondéw ze zbioré6w muzealnych, a co najwazniejsze, pozwala
na laczenie tych probek w celu odtworzenia historii gatun-
kéw. Projekt inwentaryzacji motyli z rodziny miernikowco-
watych (Geometridae) na Kostaryce demonstruje mozliwosc¢
wykorzystania kodéw kreskowych DNA do opisania nowych
gatunkéw (Chacon et al. 2012). Gasienice pigciu gatunkow
motyli — Opsiphanes quiteria Stoll, O. tamarindi Felder, O.
bogotanus Dist., O. invirae Hiibner i O. fabricii Boisduval
—nalezg do bardzo czgsto spotykanych. Szosty gatunek, nale-
zacy do rodzaju Opsiphanes, ktorego doroste samce sg bardzo
podobne do okazéw meskich pospolitego O. fabricii, ozna-
czono jako O. cassina fabricii (DeVries 1987; Bristow 1991).
Analiza kodu kreskowego DNA tych gatunkéw wykazata,
ze O. cassina fabricii jest gatunkiem nowym dla Kostaryki,
ktory przez swoje morfologiczne podobienstwo do gatunkow
powszechnie wystepujacych, byt dotychczas pomijany.

Skuteczno$¢ metody sekwencjonowania DNA w wy-
branym, standardowym regionie genomu do rozrdzniania
gatunkow (Hebert et al. 2003, 2004) zainicjowala mi¢dzyna-
rodowe programy badawcze, ktorych efektem sa biblioteki

kodéw kreskowych dostgpne w migdzynarodowych bazach
danych GenBank (Clark et al. 2016) i systemie BOLD (Bar-
code of Life Datasystems) (Ratnasingham, Hebert 2007).
W ciagu pierwszych lat dziatalnosci zebrano 430 000
kodoéw kreskowych owadow reprezentujacych okoto 50 000
gatunkow (30% wszystkich znanych gatunkéw) (Silva-
Brandao et al. 2009; International Barcode of Life 2010b).
Najwigkszy zestaw danych do kodow kreskowych DNA dla
owadow wodnych dostarczyt Webb (2012). Zebrat on 4165
sekwencji z regionu mitochondrialnego genu podjednostki
COlI, reprezentujacych 354 gatunki jetek (Ephemeroptera)
z Kanady, Meksyku i Stanéw Zjednoczonych. Pozwolito
to na skorygowanie wczesniej blednie zidentyfikowanych
gatunkow i poglebienie wiedzy na temat poziomdéw zmien-
nosci locus COI, zarowno w obrgbie gatunku, jak i migdzy
gatunkami. Dzi¢ki projektowi wykorzystujagcemu barkoding
DNA do przygotowania genetycznych i morfologicznych
kluczy do oznaczania gatunkéw muchowek z plemienia
Tanytarsini na Spitsbergenie i Wyspie Niedzwiedziej (Stur,
Ekrem 2011) stworzono biblioteki kodow kreskowych DNA
dla wszystkich gatunkow arktycznych. Tanytarsini stanowig
duza i1 zréznicowana grup¢ wodnych muchowek nalezaca
do rodziny ochotkowatych (Chironomidae). Opracowane
klucze umozliwiaja identyfikacje larw, poczwarek i okazow
po ostatecznym przeobrazeniu gatunkow Tanytarsini znale-
zionych na Svalbardzie.

3. Ochrona gatunkéw zagrozonych

W kontekscie ochrony gatunkow zagrozonych warto
wspomnie¢, ze metoda kodow kreskowych DNA ma dodat-
kowg zalete, pozwalajac na wykorzystywanie w badaniach
jedynie matych fragmentéw anatomicznych zamiast catych
osobnikéw (Svensson et al. 2009 ). Eliminuje to potrzebg¢ po-
zyskiwania catych okazow, co ma szczegdlnie duze znacz-
nie w przypadku matych populacji. Sztandarowym taksonem
majacym znaczenie dla ochrony bezkrggowcow w Europie
jest rodzaj Osmoderma (pachnica), obejmujacy kompleks
czterech gatunkow, w tym Osmoderma barnabita Motsch.
— §cisle zwiagzany ze starymi, dziuplastymi drzewami, ktory
byl intensywnie badany przez Landvik (2017). W powyz-
szym opracowaniu autorzy koncentrujg si¢ na wyjasnieniu
struktury filogeograficznej wschodnioeuropejskiej populacji
O. barnabita, bazujac na okazach z terenu Lotwy i Finlandii
oraz na wczesniej opublikowanych sekwencjach i okazach
muzealnych. Analiza sekwencji mitochondrialnego genu
COI pozwolita na identyfikacje 26 blisko spokrewnionych
haplotypow, ktérych réznorodno$é zmniejsza si¢ z poludnia
na poétnoc. Obserwowana dystrybucja O. barnabita wska-
zala takze na niedawng ekspansje tego gatunku w Europie
Wschodniej. Wiedza ta ma ogromny wplyw na ochrong
i kontrole gatunku, ktory zaréwno w Polsce, jak i we wszyst-
kich innych panstwach, podlega ochronie prawnej. Problem
identyfikacji gatunkow rzadkich i zagrozonych dotyczy takze
chrzaszczy z rodziny jelonkowatych (Lucanidae). Opisano
ponad 90 gatunkow rodzaju Lucanus, jednak w wielu przy-
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padkach zasadno$¢ wyodrgbniania taksonow jest watpliwa.
Dymorfizm plciowy i zmienno$¢ rozmiaréw ciala oraz brak
diagnostycznych cech fenotypowych u larw dodatkowo kom-
plikuja systematyke Lucanidae. Ich klasyfikacja zmienia si¢
i jest przedmiotem dyskusji. Ostatnie badania (Cox et al.
2013) opisuja siedem gatunkow 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 niektore z nich uznaje si¢ za zagrozone. Trudno
ustali¢ konkretne priorytety w zakresie ochrony bez prawid-
lowej identyfikacji, dlatego do rozpoznawania gatunkoéw
i podgatunkow Lucanus postuzyta analiza konca 3 'genu COI
(Cox et al. 2013). Zsekwencjonowany fragment COI pozwo-
lit rozrézni¢ kilka badanych gatunkow Lucanus i rzekomych
podgatunkow L. cervus.

4. Kontrola wystepowania szkodnikow drzew
lesSnych

W czasach wzmozonego handlu drewnem i produktami
pochodzenia drzewnego wzrasta ryzyko przypadkowego za-
wleczenia obcych gatunkéw owadow. Szybka i prawidtowa
identyfikacja ma kluczowe znaczenie dla wykrywania ob-
cych gatunkéw inwazyjnych, ktére moga wykazywac wyzsza
patogenno$¢ na obszarach poza ich zasiggiem. Sekwencjo-
nowanie mtDNA regionu genu oksydazy cytochromowej
I (COI) pozwolito na utworzenie biblioteki kodow kresko-
wych DNA europejskich chrzaszezy, wérdd nich: Ips typo-
graphus (L.), Plagionotus detritus (L.), Rhagium inquistor
(L.), R. mordax (De Geer), Saperda scalaris (L.), Xylotrechus
rusticus (L.), Peltis grossa (L.), Protaetia sp. Podobne pro-
jekty prowadzono w Finlandii (Pentinsaari et al. 2014) oraz
w Niemczech (Hendrich et al. 2015), prezentujac kody kres-
kowe DNA dla 4330 gatunkéw z Europy Potocnej i Srod-
kowej. Podobnie powstata pierwsza biblioteka referencyjna
DNA dla okoto 100 gatunkéw z rodzaju Agrilus z potkuli
poéinocnej na podstawie trzech markeréw mitochondrialnych:
cox1-5' (fragment kodu kreskowego DNA), cox1-3' i rrnL.
Wszystkie dane dostgpne sa w formacie bazy danych kodow
kreskowych, w tym przyktadowe obrazy i dane geograficzne
(dx.doi.org/10.5883/DS-AGRILUS1), co stanowi jak dotad
najszerszy zbior danych do identyfikacji gatunkéw z tego ro-
dzaju. Wszystkie, spo$rod ponad 3000 gatunkow z rodzaju
Agrilus, odzywiajg si¢ czgsciami roslin, powodujac powaz-
ne uszkodzenia drzew. Szybka ich identyfikacja to pierwszy
krok do stworzenia kolejnych $rodkow ochronnych. Bada-
nia molekularne moga wigc by¢ skutecznym narzgdziem do
zwalczania szkodnikéw o globalnym zasiggu. 151 gatunkow
chrzaszczy, szkodnikow wystepujacych w Europie 1 Amery-
ce Poinocnej, zostalo zidentyfikowanych za pomoca kodéw
kreskowych DNA, w tym Ips acuminatus (Gyll.) i L. typo-
graphus (Jordal, Kamberstad 2014). Analiza kodu kresko-
wego DNA moze wigc stuzy¢ nie tylko jako nowe narzedzie
taksonomiczne, ale rowniez jako standardowy system szyb-
kiej identyfikacji i monitoringu.

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

Zapobieganie wprowadzaniu inwazyjnych gatunkow ob-
cych do ekosysteméw lesnych jest celem o wysokim prio-
rytecie dla krajow o rozleglych zasobach lesnych. Badania
kodow kreskowych DNA, w obrgbie rodziny Erebidae (Le-
pidoptera), ujawnily wewnatrzgatunkowe rozbieznosci po-
mig¢dzy Lymantria dispar (L.), L. mathura Moore i L. sinica
Moore (Stewart et al. 2016). Aby pomoc w identyfikacji tych
owaddéw opracowano zestaw testow TagMan®, ktore moga
identyfikowa¢ wszystkie trzy podgatunki L. dispar oraz
pi¢¢ dodatkowych gatunkdéw Lymantria stanowigcych za-
grozenie dla lasow w Ameryce Poélnocnej. Zestaw testow
stanowi "klucz molekularny” (analogiczny do klucza takso-
nomicznego) i obejmuje kilka réwnoleglych pojedynczych
i multipleksowych reakcji qPCR. Kazda reakcja wykorzy-
stuje kombinacj¢ starterow i sond zaprojektowanych do
oddzielania taksonow, umozliwia szybka i doktadng ich
identyfikacje. Analiza danych molekularnych moze szybko
identyfikowa¢ nieznang probke, w tym stadia mtodociane
owadow. Kolejne badania potwierdzaja wysoki potencjat
kodoéw kreskowych COI do identyfikacji larw chrzaszczy
z rodziny zgniotkowatych i kézkowatych: Cucujus cinnabe-
rinus (Scop.), Rhagium mordax i R. inquisitor (Ziganshina
et al.2018). W badaniach z wykorzystaniem kodu kresko-
wego DNA mozliwos¢ identyfikacji gatunkéw rzadkich
i lesnych szkodnikéw dotyczy takze okazéw w roznych sta-
diach rozwoju. Wu i in. (2017) zastosowali zintegrowane
podejscie, ktore nie byto wczesniej stosowane, a pozwala na
krzyzowa weryfikacj¢ wynikoéw przez jednoczesng hodow-
le larw do stadium dorostego. Kody kreskowe DNA wyge-
nerowane w tych badaniach uzupetniajg dane na wypadek
nieumyslnie przetransportowanych szkodnikow, takich jak
Saperda sp. i Xylotrechus sp.

5. Kontrowersje dotyczace uzytecznosci kodow
kreskowych DNA

Kod kreskowy DNA ma wiele zalet, ktore pozwalaja na
szybka identyfikacje duzej liczby probek, nawet przez osoby
niebgdace ckspertami. Istnieja jednak pewne kontrowersje
dotyczace wykorzystywania kodow kreskowych DNA w sy-
stemie klasyfikacji organizmow, zarowno na etapie identy-
fikacji okazow, jak i odkrywania nowych gatunkéw (Meier
2008). Przypisanie nazw taksonomicznych nieznanym oka-
zom dokonuje si¢ przy uzyciu bibliotek referencyjnych DNA
i zalezy od liczby przedstawicieli kazdego gatunku, zawar-
tych w bazie danych. Proces ten moze by¢ obarczony ble-
dem, gdy probki zawarte w bibliotece zostaty nieprawidtowo
opisane lub nie odzwierciedlaja ogoélnego zrdznicowania
genetycznego gatunku. Najwazniejszym czynnikiem decydu-
jacym o doktadno$ci identyfikacji gatunkéw jest wiec zasob-
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no$¢ dostepnych bibliotek kodéw kreskowych (Ekrem et al.
2007). W rzeczywistosci wigkszo$¢ bledéw w identyfikacji
wynika z braku danych referencyjnych (Virgilio et al. 2010).
Identyfikacja nowych gatunkow, dzigki kodom kreskowym
DNA, wymaga duzej doktadnosci i przestaje by¢ efektyw-
na na skutek duzego zréznicowania genetycznego wewnatrz
danego gatunku (Davis, Nixon 1992; DeSalle et al. 2005).
Na wyniki identyfikacji moze negatywnie wpltyna¢ zjawisko
heteroplazmii (Song et al. 2008), czyli wspoétistnienia kilku
haplotypéw mitochondrialnych u jednego osobnika, zgtasza-
ne w przypadku wielu owadoéw (Gellissen, Michaelis 1987,
Bensasson et al. 2000; Brower 2006; Rubinoff et al. 2006;
Magnacca, Brown 2010a, b). Szacuje si¢, ze jedna czwarta
taksondw opisanych zwierzat nie jest monofiletyczna (Funk,
Omland 2003), co takze moze by¢ zrodlem bledéow w anali-
zach. Rozne gatunki moga wydawac si¢ takze polifiletyczne
lub parafiletyczne z powodu niepelnego sortowania linii mi-
tochondrialnego DNA lub introgresji. Takie sytuacje sg do$¢
powszechne (np. Kaila, Stahls 2006; Burns et al. 2010; Zu-
rovcova et al. 2010). Problematyczny jest takze dobor odpo-
wiednich metod statystycznych oraz interpretacja wynikow
zmiennosci genetycznej migdzy okazami. Opracowanie algo-
rytméw do identyfikacji opartej na kodzie kreskowym DNA
stanowi wcigz wyzwanie w dziedzinie bioinformatyki.

Pomimo tych kwestii, Collins i Cruickshank (2013) sg
optymistami co do przyszto$ci kodow kreskowych DNA,
poniewaz zalety metody przewyzszaja jej wady. A sama iden-
tyfikacja oparta na kodzie kreskowym DNA moze przebie-
ga¢ dwuetapowo: poczatkowa identyfikacja za pomoca kodu
kreskowego COI i szczegdtowa identyfikacja z wykorzysta-
niem dodatkowych danych molekularnych i morfologicznych
dla okreslonej grupy owadow.

6. Podsumowanie

Znaczenie badan réznorodnosci biologicznej w lasach
wzrasta, czego przyktadem jest prowadzona obecnie wiel-
koskalowa inwentaryzacja duzych komplekséw lesnych
w wybranych nadle$nictwach oraz w Puszczy Biatowieskie;j.
Wynika to z koniecznosci poznania liczby gatunkéw zwigza-
nychzekosystemami leSnymi, co jestkluczowe migdzy innymi
dla wyznaczenia obszardéw cennych przyrodniczo, prowadze-
nia zrbwnowazonej gospodarki lesnej, okreslenia jej wptywu
na bior6znorodno$¢ oraz poznania przyczyn zmian zasi¢gow,
w tym ekspansji lub zaniku pewnych gatunkéw. Jak dotad
przewazajaca czg¢s¢ badan inwentaryzacyjnych prowadzono
tradycyjnymi metodami, a wigc na podstawie identyfikacji
taksonomicznej cech morfologicznych, rzadziej anatomicz-
nych. W badaniach czgsto napotykano trudnosci z: identyfi-
kacja, brakiem specjalistow, objeciem badaniami wigkszych
obszaréw lesnych, wysokimi kosztami realizacji. Z pomoca
moga tutaj przyjs¢ techniki analiz molekularnych. Niekiedy
jest to jedyna metoda mogaca da¢ jednoznaczny wynik, np.
dla rozréznienia gatunkow kryptycznych (blizniaczych) czy
form trudnych do identyfikacji, takich jak np. larwy. Tech-
niki molekularne sg rowniez niezastgpione w przypadku,

tzw. prob trudnych, jak np. fragmentow cial owadéw pozo-
statych w prochnie, na podstawie ktorych okreslenie gatunku
macierzystego w sposob tradycyjny jest czesto niemozliwe.
Technika kodu kreskowego DNA jest obecnie powszechna
praktyka w celu wsparcia identyfikacji i klasyfikacji zywych
organizméw (Hebert et al. 2003), poniewaz kod ten jest taki
sam na kazdym etapie cyklu zycia okreslonego organizmu
dla obu ptci. Sekwencje kodow kreskowych, przestane do baz
danych, sg tatwo dostepne, a kolejne analizy mogg by¢ po-
wtorzone przez kazdego. Bazy danych maja jednak wiele luk
wsrod taksondw. Intensywnie badane grupy i organizmy mo-
delowe maja zgromadzonych wiele sekwencji lub nawet cate
dostepne genomy, ale zdecydowana wickszo$¢ gatunkéw nie
ma zadnych danych dotyczacych sekwencji i czeka na opisa-
nie (Sanderson et al. 2003).

Konflikt interesow

Autorki deklarujg brak potencjalnych konfliktow.

Zrodlo finansowania badan

Badania sfinansowano z funduszu lesSnego Panstwowego
Gospodarstwa Lesnego Lasy Panstwowe — DGLP 500-449.
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