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Barkoding DNA — nowe narzedzie
do opisu biordéznorodnosci
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DNA barcoding is currently developing useful tool for species delimitation, description and
identification. It uses a short gene sequence from a standardized position in the genome to
identify species. Since DNA barcoding relies on DNA, identifying a specimen requires only
a small amount of tissue and it may be carried on by non-specialists. So far DNA barcodes
based on cytochrome c oxidase 1 (cox!) sequence have been applied to a diverse groups of
animals. Additional sequence (ITS) have been proposed for fungi. On the other hand there is
still not agreed DNA barcode standard for plants.

The main international initiative created to develop and promote DNA barcoding is Con-
sortium for the Barcode of Life (CBOL). It coordinates activities of museums, herbaria, zoos,
conservation research institutes, government agencies and other organizations dealing with
biodiversity from all over the world. In 2005 the network of four institutions has been created
in order to initiate DNA barcoding in Poland. W. Szafer Institute of Botany PAS in Krakow is
here responsible for plant and fungi DNA barcoding.
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WSTEP

Kody paskowe (ang. bar codes) obecne sg juz
niemalze wszedzie. W sklepach pozwalaja na
szybka identyfikacj¢ produktow, firmy i insty-
tucje wykorzystuja je do inwentaryzacji mebli
i urzadzen, w bibliotekach utatwiaja ewidencje
ksigzek.

Swiat organizméw zywych mozna porow-
na¢ do ogromnej biblioteki, ktora nie posiada
jeszeze kompletnego katalogu. Liczba pozycji
zgromadzonych w tej bibliotece — gatunkéw
— jest szacowana na ponad 10 milionow
(a niektére szacunki mowia o 30, a nawet 100
milionach), a opisano i ,,skatalogowano” zale-

dwie ok. 1,7 mln z nich (Stoeckle et al. 2003).
W tak ogromnym zbiorze odpowiedni system
znakowania wydaje si¢ niezbedny do sprawnej
identyfikacji juz opisanych oraz ufatwienia opisu
nowych dla nauki gatunkéw. Klasyczny sposob
opisu i binominalna nomenklatura linneuszow-
ska — aczkolwiek obowiazujace — okazuja si¢
niewystarczajace wobec ogromnego tempa
wymierania gatunkow, braku specjalistow oraz
nowych biezacych potrzeb i wyzwan jakie niesie
zycie. Stworzenie katalogu ,,kodow paskowych”
(,,barkodéw”) opisujacych réznorodnos¢ biolo-
giczna na poziomie gatunkowym jest, wbrew po-
zorom, pomystem realnym (choé posiadajacym
swoje wyrazne ograniczenia). Kazdy bowiem
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organizm zywy posiada w swym genomie in-
formacj¢ genetyczna zapisana jako sekwencja
nukleotydéw, ktora stanowi swego rodzaju
znacznik organizmu i moze by¢ wykorzystana
do jego identyfikacji. Niektore regiony genomu
lepiej od innych pozwalaja identyfikowaé or-
ganizmy i grupowac je na réznych poziomach
zréznicowania (gatunkowym, rodzajowym,
wewnatrzgatunkowym). Do identyfikacji ga-
tunkéw wybrac trzeba obszar genomu jednolity
u osobnikdw reprezentujacych t¢ wlasnie range
a wysoce zmienny na poziomie mi¢dzygatunko-
wym. Stworzenie ,.kodu paskowego DNA” to
nic innego jak ustalenie specyficznej dla danego
gatunku sekwencji nukleotydéw w okreslonym
locus.

DEFINICJE I USTALENIA
TERMINOLOGICZNE

Nowa technika i zwigzana z nig terminolo-
gia anglojezyczna domaga si¢ ustalenia takze
odnosnej terminologii w jezyku polskim. O ile
sam bar code jako ,.kod paskowy” funkcjonuje
juz w jezyku polskim, o tyle tworzenie takich
terminéw czy wyrazen typu ,.kodowanie pa-
skowe DNA” lub czegos w tym rodzaju nie
bytoby najlepszym rozwiazaniem. Stad tez pro-
ponujemy spolszczenie odnosnych terminow
anglojezycznych:

Barkoding DNA (ang. DNA barcoding) — na
okreslenie techniki i calego procesu ustalania
»kodu paskowego DNA” bedacego de facto
sekwencja DNA specyficzng dla danego gatun-
ku. Kiedy mowa o barkodingu DNA (lub barco-
dingu) bez jakichkolwiek dookreslen, zawsze
nalezy mie¢ na mysli poziom gatunkowy.

Barkod DNA (ang. DNA barcode) — ,.kod
paskowy DNA” — sekwencja DNA w wybranym,
standardowym regionie genomu pozwalajaca na
identyfikacj¢ gatunku.

Tak ustalong terminologia bedziemy sig¢
postugiwaé w dalszej czesci tekstu.

Barkoding DNA mozna zatem zdefiniowac
jako identyfikacje gatunkow za pomoca jednej
lub kilku sekwencji DNA w okreslonym locus
lub w kilku Joci. Pomyst ten jest szeroko propa-

gowany od momentu opublikowania artykutéw
donoszacych o udanym zastosowaniu mito-
chondrialnej sekwencji kodujacej podjednostke
I genu oksydazy cytochromowej (cox/, CO1) do
rozrozniania gatunkow zwierzat (Hebert et al.
2003a, b, 2004a, b). Stosowane obecnie metody
identyfikacji gatunkdw: analizy morfologiczne
czy innego typu badania molekularne czgsto sa
skomplikowane, wymagaja wickszej ilosci czasu
i duzej wiedzy specjalistycznej'.

Z zatozenia system identyfikacji gatunkéw
oparty o barkody DNA ma by¢:

e tatwy w obsludze, tak by korzystaé
z niego mogli ludzie nie posiadajacy wiedzy
specjalistycznej z zakresu taksonomii, genetyki
molekularnej, itp.,

e szybki, aby uzytkownicy otrzymali wyniki
w jak najkrétszym czasie,

o standardowy w skali globalnej, co pozwoli
korzysta¢ z jednolitego zestawu danych uzyt-
kownikom na calym $wiecie,

e wiarygodny.

Umozliwienie tatwej i szybkiej identyfikacji
gatunkow dla szerokiego grona zainteresowa-
nych, bedace gldownym celem barkodingu DNA,
musi by¢ poprzedzone praca specjalistow repre-
zentujacych wiele dziedzin nauki. Konieczne jest
uzyskanie wiarygodnych sekwencji (barkodow
DNA), oraz stworzenie bazy danych groma-
dzacej i udostgpniajacej otrzymane dane. Dla
powszechnego zastosowania barkodingu DNA
musza zosta¢ opracowane tanie i wygodne urza-
dzenia do sekwencjonowania.

Sekwencj¢ DNA mozna okresli¢, korzysta-
jac z niewielkiej ilosci materiatu biologiczne-
go. W zwiazku z tym barkoding DNA pozwoli
identyfikowaé organizmy na podstawie ich
fragmentow, szczatkow, a takze rozmaitych
form rozwojowych, czgsto bardzo trudno iden-

' Sekwencjonowanie DNA, na ktérym to opiera si¢ bar-
coding DNA jest rowniez skomplikowang i czasochtonng
metoda. Jednym z elementdw projektu opisu gatunkow bar-
kodami DNA jest wigc m.in. stworzenie tatwych w obstudze
i szybkich urzadzen do sekwencjonowania, przy rownocze-
snej standaryzacji (uzywanie jednego lub paru zaledwie
statych regionéw genomu do rozrézniania gatunkow).
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tyfikowalnych lub nieidentyfikowalnych w inny
Sposob.

Sekwencje rozmaitych genoéw i regiondéw
niekodujacych genomu wykorzystywane sa
juz z powodzeniem w systematyce. Informacje
uzyskiwane w ramach tworzenia bazy danych
barkodéw DNA stang si¢ bardzo istotnym uzu-
petnieniem dotychczasowej wiedzy o zréznico-
waniu organizmow zywych, bowiem do tej pory
nie prowadzono analizy zmiennosci jednej (lub
kilku) sekwencji u wszystkich organizmow.

Znajac juz ide¢ barkodow DNA, mozna
wymieni¢ kilka potencjalnych jej zastosowan,
takich jak:

e Opisywanie i ewidencjonowanie biordz-
norodnosci (na poziomie gatunkowym i nie
tylko),

e Rozmaite analizy ekologiczne i fitogeogra-
ficzne,

e Pomoc w wyro6znianiu i opisywaniu no-
wych gatunkéw,

e Analizy kryminalistyczne i ekspertyzy
sadowe,

¢ Badanie sktadu zywnosci i lekdw,

e Kontrola ,,bezpieczenstwa biologicznego”
i handlu gatunkami roslin czy zwierzat (m.in.
objetymi ochrona).

CZYM NIE SA BARKODY DNA

Barkoding DNA posiada obecnie zaréwno
zwolennikéw 1 goracych propagatoréw (np.:
Blaxter 2004, Janzen 2004, Gregory 2005,
Schindel, Miller, 2005), jak i krytykéw (np.:
Will, Rubinoff 2004, Ebach, Holdrege, 2005,
Rubinoff et al. 2006). Aby uniknaé nieporozu-
mien, nalezy podkresli¢, ze barkoding DNA nie
jest proba zastapienia dotychczasowych metod
taksonomii czy sposobu opisu gatunkow lub
innej rangi taksonow. Wrecz odwrotnie, wymaga
wspotpracy specjalistow zajmujacych sig¢ takso-
nomig réznych grup w celu cho¢by identyfikacji
materialow uzytych do badan. Jak wspomnie-
liSmy we wstepie, barkody DNA maja utatwié
identyfikacje¢ gatunkow, takze tych jeszcze nie
opisanych. Jednak barkody nie sa i nie maja
by¢, ani jedynym, ani gléwnym kryterium do

wyroézniania nowych gatunkow. Nie mozna tez
twierdzi¢, ze barkody DNA sg konkurencja dla
analiz filogenetycznych lub nawet powielaniem
tychze. Wnioskowanie na temat pochodzenia ga-
tunkdéw na postawie zréznicowania tylko jednej
lub kilku sekwencji, jak to nierzadko robiono,
Z pewnoscig nie przynosi wystarczajaco wiary-
godnych wynikéw. Dane, ktore daje barkoding
DNA moga stanowic¢ jedynie uzupeklienie badan
filogenetycznych (Stoeckle et al. 2003).

IDEALNY BARKOD DNA

Tylko nieliczne obszary genomu nadaja si¢
do wykorzystania jako barkody DNA. Dobitnie
$wiadcza o tym wyniki poszukiwan standardu
barkodu DNA do opisu gatunkéw roslin (pi-
szemy o tym szerzej w dalszej czgsci artykutu).
Sekwencja przydatna w barkodingu DNA po-
winna spetnia¢ nastepujace kryteria:

1. Niska zmienno$¢ w obrgbie gatunkow
(ok. 2%), a rownoczesnie wysoka zmiennos¢
pomigdzy gatunkami. Cecha ta wynika wprost
z definicji barkodingu DNA, ktéra méwi o iden-
tyfikacji organizmdéw na poziomie gatunkowym,
cho¢ mozna wyobrazi¢ sobie analogiczne poste-
powanie z uzyciem innych sekwencji do wyrdz-
niania jednostek np. wewnatrzgatunkowych.

2. Oflankowanie konserwatywnymi domena-
mi. Specyfika sekwencjonowania DNA wymaga
powielenia analizowanego fragmentu za pomoca
techniki PCR (ang. polymerase chain reaction).
Konserwatywne domeny flankujace sekwencje
docelowa pozwalaja na zaprojektowanie starte-
réw PCR, dzigki ktérym mozliwe jest pozyskanie
tejze sekwencji z réznych gatunkéw. Pozwala to
standaryzowaé barkody DNA.

3. Niewielka dtugos¢ — do ok. 600 par zasad
(pz). W swym zatozeniu identyfikacja gatunkow
za pomocg barkodow DNA ma by¢ mozliwie
szybka i prosta. Sprzgt stosowany obecnie do
sekwencjonowania DNA pozwala na stosunkowo
szybka analiz¢ sekwencji o dlugosci do ok. 600
pz. Fragmenty o wigkszej dtugosci moga by¢
rowniez sekwencjonowane, lecz wymaga to
wigkszych naktadéw finansowych, oraz wigcej
czasu i pracy.
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4. Niewielka liczba insercji/delecji. Mu-
tacje typu insercja i delecja utrudniajg po-
rownywanie sekwencji (homologizacje¢, ang.
alignment) uzyskanych z réznych organizméw
i w analizach powiazan genetycznych na ogot
nie sa traktowane jako cechy diagnostyczne.
Pozadane sa natomiast substytucje (podmiany)
nukleotyddw. Kress i Erickson (2007) odrzucajq
jednak ten wymog, stwierdzajac ze barkod DNA
ma stuzy¢ do identyfikacji gatunkéw, a nie do
analiz filogenetycznych i kazda mutacja, nieza-
leznie od tego czy jest to insercja badz delecja
czy tez substytucja, jest cechg organizmu i jest
réwnie dobra, jesli tylko pozwala na ustalenie
jego tozsamosci.

5. Wystepowanie w genomie w duzej liczbie
kopii. Cecha ta ma znaczenie ze wzglgdu na per-
spektywe zastosowania barkodow DNA do ozna-
czania organizmow na podstawie niewielkich
fragmentow tkanek, czy tez materiatu kopalnego.
Duza liczba kopii sekwencji docelowej utatwia
jej pozyskanie z niewielkiej ilosci tkanki, czy tez
z materialu zdegradowanego, gdyz ze wzrostem
liczby kopii danej sekwencji w genomie rosnie
tez szansa na zachowanie przynajmniej czgsci
z nich w stanie nieuszkodzonym.

CZY ISTNIEJE IDEALNY BARKOD DNA
DLA ROSLIN?

Obecnie jako standard ,.kodu paskowego
DNA?” dla krélestwa zwierzat z powodzeniem
stosuje wspomniang wczesniej sekwencjg cox/,
pochodzaca z genomu mitochondrialnego. Jako
standardy do barkodingu grzybdéw proponowane
sa: barkody oparte na cox! oraz na jadrowej
sekwencji ITS (Internal Transcribed Spacer)
— niekodujacej domenie wystgpujacej w obrebie
genow rybosomalnego DNA (rDNA) (por. All
Fungi Barcoding, www.allfungi.org).

Opracowaniem standardu do opisu roslin
barkodami DNA zajmuje si¢ Grupa Robocza
d.s. Roslin (Plant Working Group), dziatajaca
w ramach Consortium for the Barcode of Life
(CBOL). Standardowa dla krdlestwa zwierzat
sekwencja cox! u roslin ladowych wykazuje
niewystarczajacg zmienno$¢ (Kress et al.

2005) i moze znalez¢ zastosowanie do opisu
barkodem DNA tylko niektorych grup glonow
(Saunders 2005). Generalnie mitochondrialne
DNA (mtDNA) roslin nie jest dobrym zrodtem
sekwencji przydatnych do barkodingu DNA,
gdyz wystepuja w nim czgste rearanzacje oraz
wymiana genow z genomem jadrowym, a ko-
nieczno$¢ standaryzacji wymaga wykorzystania
sekwencji o stabilnej strukturze. Sekwencja naj-
czesciej proponowana jako standard w barko-
dingu DNA roslin byt wspomniany juz wczesniej
ITS. Jednak ze wzglgdu na mozliwos$¢ wyste-
powania réznych kopii tej domeny u jednego
organizmu (tzw. paralogdw) oraz niejasnosci
w jej ewolucji, wspomniana wczesniej Grupa
Robocza wykluczyta ITS z puli ,,kandydatow”
na standard barkodow DNA dla §wiata roslin.
Geny jadrowego DNA wystepuja w zbyt matej
liczbie kopii, aby mozna wykorzysta¢ je do se-
kwencjonowania zdegradowanego DNA (vide
Idealny barkod DNA, punkt 5). W ten sposob
ograniczono obszar poszukiwan do DNA chlo-
roplastowego (cpDNA). Wystepuje ono w ko-
morkach roslinnych w wielu kopiach. Na cpDNA
sktadaja si¢ zaréwno sekwencje kodujace, jak
i nickodujace. Te pierwsze wykazuja niewielka
zmiennos¢, podczas gdy te drugie — stosunkowo
duza. Przy obecnym stanie wiedzy nie potrafimy
wskazac¢ idealnej sekwecji barkodu DNA w zad-
nym z genomo6w roslinnych (nDNA, cpDNA,
mtDNA) (Kress et al. 2005, Newmaster et al.
2006). Konieczne jest zatem wykorzystanie
kilku sekwencji o nizszej zmiennosci, ktore
wspolnie beda tworzyly barkod DNA. W lutym
2007 roku Grupa Robocza zaproponowata dwa
zestawy sekwencji, z ktorych kazda obejmuje
po trzy regiony cpDNA:

1. rpoCl, matK, rpoB.

2. rpoCl, matK, trnH — psbA.

Pierwszy zestaw sekwencji obejmuje tylko
regiony kodujace, podczas gdy na drugi zestaw
sktadaja si¢ sekwencje dwoch genow i jednej
domeny niekodujacej (trnH — psbA). Prowadzone
obecnie badania maja na celu okreslenie, ktora
z przedstawionych grup sekwencji jest bardziej
przydatna w tworzeniu barkodéow DNA (Chase
et al. 2007). Protokoty laboratoryjne i propozy-
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cje sekwencji docelowych Grupy Roboczej d.s.
Roslin zostaty rowniez opublikowane w Interne-
cie (http://www.kew.org/barcoding/index.html).
Obecnie trudno o rzetelna ocen¢ wartosci
proponowanych sekwencji docelowych, gdyz
w przedstawionych materiatach brak opisu
wynikow sekwencjonowania i ich dyskus;ji.
Wybér sekwencji uzasadniony jest tylko krot-
kim komentarzem.

Newmaster i wspotpracownicy (2006) zapro-
ponowali, by identyfikacje gatunkdéw prowadzi¢
w dwoch etapach:

1. sekwencja ,,pierwszorzegdowa” pozwala
zaszeregowac obiekt do wyzszej jednostki sys-
tematycznej (rzad, rodzina, rodzaj...),

2. sekwencja ,,drugorzedowa” pozwala okre-
$li¢ przynalezno$¢ gatunkowa danego okazu
w obrgbie kazdej z jednostek systematycznych,
na jakie mozna réznicowaé obiekty za pomoca
sekwencji ,,pierwszorzedowej”.

Pomyst ten rozwingli Kress i Erickson
(2007). Ocenili oni na podstawie dwoch kryte-
riow dziewig¢ sekwencji potencjalnie przydat-
nych w barkodingu DNA (trnH-psbA, rbcL-a,
ITS1, matK, rpoB2, rpoCl, accD, ycf5, ndhJ).
Po pierwsze analizowali uniwersalno$¢ ampli-
fikacji, czyli mozliwo$¢ powielania docelowych
sekwencji za pomoca zestawu uniwersalnych
starterow PCR. Drugim kryterium byta zdol-
nos$¢ do réznicowania gatunkow. Wyniki po-
wyzszej analizy wskazuja, ze gen matK, choé
bardzo dobrze rdéznicuje gatunki, nie moze
by¢ amplifikowany uniwersalnymi starterami.
Obecnie trwaja testy starterow majacych po-
zwoli¢ na bardziej uniwersalng amplifikacje
fragmentu matK (Ki-Joong Kim, dane niepu-
blikowane; CBOL Plant Working Group). Geny
rpoCl i rpoB sa natomiast dobrze powielane
z uzyciem uniwersalnych starterow, wykazuja
jednak nizszy poziom zrdéznicowania. Najla-
twiejsze w powielaniu u réznych gatunkow,
a zarazem najlepiej je roznicujace, okazaty
si¢ sekwencje trnH-psbA oraz rbcL-a. Wedtug
wspomnianych autoréw druga z tych sekwen-
cji pozwala z wysokim prawdopodobienstwem
zaszeregowacé badany obiekt do rodzaju lub
rodziny, podczas gdy pierwsza daje mozliwos¢

identyfikacji gatunkéw w obrgbie tychze grup
systematycznych. Za pomoca takiego systemu
Kress i Erickson (2007) byli w stanie rozroz-
ni¢ ponad 85% z analizowanych par gatunkéw.
Newmaster et al. (2007) przeprowadzili oceng
przydatnosci do barkodingu DNA siedmiu regio-
now (Universal Plasmid Amplicon, rpoB, rpoCl,
accD, rbcl, matK, trnH-psbA), analizujac ich
sekwencje pochodzace z roznych gatunkow
rodzaju Compsoneura (Myristicaceae). Ocenie
podlegata zmienno$¢ wewnatrz- i migdzygatun-
kowa. Sposrdd wymienionych sekwencji jedynie
matK oraz trnH-psbA wykazuja zréznicowanie
miedzygatunkowe pozwalajace na wykorzysta-
nie ich jako barkodow DNA w rodzaju Comp-
soneura (Myristicaceae).

Podsumowujac ta czg$¢ rozwazan, podkreslic
trzeba, ze niemozliwe jest zastosowanie jednej
uniwersalnej sekwencji DNA do stworzenia
systemu barkodéw DNA dla calego $wiata
zywego. Nalezy si¢ spodziewaé, ze barkoding
DNA operowat bedzie réznymi standardami dla
réznych jednostek taksonomicznych.

W samym s$wiecie roslin prawdopodobnie
nawet zastosowanie dwoch lub wigcej sekwen-
cji docelowych nie pozwoli na identyfikacj¢
wszystkich gatunkéw. Coraz wigksza kompli-
kacja analiz moze prowadzi¢ do ,konfliktu”
pomiedzy komercyjnym a naukowym zastoso-
waniem barkodéw DNA. Analizy komercyjne
w zatozeniu majgq by¢ tatwe do wykonania,
szybkie i tanie, podczas gdy dla celow nauko-
wych liczy si¢ przede wszystkim doktadnos¢
i pewno$¢ wynikow.

PROBLEMY

Wykorzystanie sekwencji cpDNA do tworze-
nia barkodéw DNA, pomimo znaczacych zalet
jest tez obcigzone istotna wada. Chloroplasty,
a wigc rowniez ich genom, sg u roslin (z wy-
jatkiem drzew iglastych) przekazywane w linii
zenskiej. Z tego powodu cpDNA gatunku
alloploidalnego jest uwazane za siostrzane
wzgledem cpDNA gatunku bedacego dawca
cytoplazmy, a co za tym idzie sekwencje cp
DNA moga nie pozwoli¢ na odréznienie gatun-
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kéw mieszancowych i introgresantéw (Chase
et al. 2005, Cowan et al. 2006).

Problemem, ktory wiaze si¢ z barkodami
DNA, niezaleznie od pochodzenia sekwencji
docelowych, jest nieréwnowartosciowos¢ gatun-
kéw. Nalezy sie spodziewad, ze w wielu przy-
padkach barkody DNA pozwolg zaszeregowad
badanego osobnika co najwyzej do pewnego
kompleksu gatunkéw spokrewnionych. Przy-
szli uzytkownicy barkodingu DNA nie bedacy
taksonomami moga by¢ usatysfakcjonowani
taka doktadnos$cig oznaczenia. Dla wielu jed-
nak specjalistow zajmujacych si¢ szczegé-
lowo konkretnymi taksonami doktadnos¢ taka
moze dyskwalifikowaé barkoding DNA jako
narzedzie badawcze (Chase et al. 2005, Cowan
et al. 2006).

MIEDZYNARODOWE KONSORCJUM
BARKODINGU

W krétkim czasie po opublikowaniu przez
Dr Paula Heberta w 2002 roku propozycji bar-
kodingu DNA (jak widaé¢ pomyst jest bardzo
mtody), odbyto si¢ kilka roboczych warsztatow
i spotkan, w efekcie ktorych opracowano per-

spektywiczny projekt Barcode of Life Initiative
(BOLI). Zgodnie z jego zatozeniami, barkoding
DNA powinien funkcjonowaé jako technika
standardowa w skali §wiata. Realizacja takiego
postulatu wymaga koordynacji i planowania
dziatan na szczeblu miedzynarodowym, czym od
2004 roku zajmuje si¢ Consortium for the Bar-
code of Life (CBOL). Jako inicjatywa o zasiggu
ogolnoswiatowym, CBOL skupia obecnie ponad
150 Organizacji Cztonkowskich z 50 krajow. Sa
to gtéwnie muzea historii naturalnej i duze ziel-
niki, placowki badawcze szkot wyzszych, ogrody
zoologiczne i botaniczne, instytucje zajmujace
si¢ ochrona przyrody, rzadowe i prywatne agen-
cje, ktorych aktywno$¢é zwigzana jest z bada-
niem i ochrong bioréznorodnosci. Lokalizacje
wiodacych placdwek uczestniczacych aktualnie
w konsorcjum CBOL zaznaczono na zataczonej
mapce (Ryc. 1). Celem CBOL jest inicjowanie
i ulatwianie wspotpracy miedzy wspomnianymi
instytucjami, a przez to wieloptaszczyznowe
rozwijanie barkodingu DNA, oraz zwigkszanie
efektywnosci badan taksonomicznych zaré6wno
w czysto naukowym wymiarze, jak i wykorzy-
stywanie informacji z zakresu szeroko pojetej
taksonomii do celow praktycznych. Konsorcjum

Ryc. 1. Lokalizacja organizacji i instytucji cztonkowskich Consortium for the Barcode of Life (CBOL).

Fig. 1. Location of Consortium for the Barcode of Life (CBOL) member organizations and institutions.
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Ryc. 2. Stopien zaangazowania panstw partycypujacych w iBOL: 1 — komorki centralne, 2 — komorki regionalne, 3 — ko-

morki rozwojowe, 4 — pozostate kraje.

Fig. 2. Degree of commitment of iBOL participating countries: 1 — central nodes, 2 — regional nodes, 3 — developing nodes,

4 — other countries.

stymuluje 1 wspiera rozwdj nowych technologii
stluzacych obstudze barkodingu DNA od strony
technicznej oraz poszukuje publicznych i pry-
watnych zrodet jego finansowania.
Przyktadami najwigkszych dotychczas ini-
cjatyw podejmowanych w ramach CBOL sa:
All Birds Barcoding Initiative (ABBI), Fish
Barcode of Life (FISH-BOL) czy International
Network for Barcoding Invasive and Pest Species
(INBIPS). W obrg¢bie wspomnianych inicjatyw
o skali globalnej funkcjonuja szczegdtowe, ini-
cjowane przez srodowiska naukowe, projekty
regionalne lub projekty ukierunkowane na
konkretna jednostke systematyczna.
Wielostronna aktywno$¢ CBOL jest nad-
zorowana przez Komitet Wykonawczy CBOL
ustalajacy strategiczne kierunki dziatan, polityke
i priorytety Konsorcjum. Przewodniczacym
Komitetu Wykonawczego jest dr Scott Miller
ze Smithsonian Institution, placowki ktéra bez-
posrednio przyczynita si¢ do powstania CBOL

i uformowania jego struktur organizacyjnych.
Struktury te tworzy ponadto zarzadzajacy finan-
sami Sekretariat oraz Rada Naukowa zapewnia-
jaca istnienie ptaszczyzny wymiany informacji
w kwestiach naukowych i technicznych. Szcze-
gotowe aspekty barkodingu DNA podejmowane
sa w ramach pigciu Grup Roboczych:

* Data Analysis Working Group (opraco-
wywanie i rozwijanie sposobdw i narzgdzi do
analizy danych);

* Database Working Group (tworzenie ar-
chiwum sekwencji DNA);

* DNA Working Group (doskonalenie po-
szczegblnych etapow analiz genetycznych);

» Technology Development Working Group
(opracowywanie i promowanie nowych syste-
méw do uzyskiwania i wykorzystywania bar-
kodéw DNA);

* Plant Working Group (identyfikacja
rejondow DNA optymalnych dla barkodingu
roslin).
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Struktura CBOL w formie opisanych po-
wyzej grup roboczych (sekcje problemowe)
odzwierciedla podstawowe grupy potrzeb wy-
laniajace si¢ na obecnym etapie rozwoju bar-
kodingu DNA.

Jednym z najnowszych modeli szerszej
wspolpracy miedzynarodowej jest International
Barcode of Life Project (iBOL), zainicjowany
w 2006 roku przez Genom Canada. Kluczowym
zamystem tego przedsigwzigcia jest struktury-
zacja regionalna, grupujaca osrodki naukowe
na swiecie w trzy ,,strefy aktywnosci” (Ryc. 2).
Strefy te zostaty wyodrgbnione na podstawie
aktualnego stopnia zaangazowania instytucji
oraz ich potencjalnych mozliwosci uczestnicze-
nia w barkodingu DNA. Stad tez priorytetowe
obszary, gdzie ulokowane sa gléwne centra bar-
kodingu, stanowia Kanada, USA oraz kraje Unii
Europejskiej. Rolg wspomagajaca petnia kraje
bedace tzw. komorkami regionalnymi: Austra-
lia, Brazylia, Chiny, Indie i Afryka Poludnio-
wa. Trzecia grupe, tzw. komorek rozwojowych,
stanowia obszary partycypujace w barkodingu
na innych zasadach, np. poprzez dostarczanie
materiatow do badan.

Oproécz jednostek naukowych zajmujacych
si¢ badaniem i opisem bioréznorodnosci, kon-
cepcja iBOL ktadzie takze nacisk na wspotprace
z wszelkimi instytucjami, ktérych aktywnosé
powiazana jest z biordznorodnoscia i ktére za-
interesowane sa wykorzystywaniem barkodingu
DNA jako narzedzia do opisu biordéznorodnosci
i ich wykorzystania w celach aplikacyjnych,
takich jak ograniczanie ekspansji gatunkow in-
wazyjnych, monitoring ekosysteméw, ochrona
bioréznorodnosci, regulacje prawno-rynkowe,
innowacje technologiczne.

Ponad dwa lata temu, w lutym 2005 roku
w Londynie odbyta si¢ pierwsza mi¢dzynarodowa
konferencja poswigcona barkodingowi DNA. Od
tego czasu nastapit znaczacy postgp w opracowy-
waniu kodéw paskowych poszczegdlnych grup
organizmow, zarowno w aspekcie teoretycznym,
metodycznym jak i technologicznym. W dniach
17-21 wrzesnia 2007 roku w Taipei na Tajwanie
odbyto si¢ kolejne przelomowe spotkanie, The
2" International Barcode of Life Conference.

W gronie kilkuset przedstawicieli z ponad 45
panstw podsumowano dotychczasowy przebieg
barkodingu DNA, nakreslono kierunki dalszego
rozwoju przedsiewzigcia oraz zwrdcono uwage
na nierozwiazane dotad problemy i potencjalne
zagrozenia w harmonijnym funkcjonowaniu
barkodingu DNA na $wiecie.

Jak wspomniano na wstgpie, idea barko-
dingu DNA zrodzita si¢ w efekcie analizowa-
nia wynikéw badan nad zmiennoscia sekwencji
COlI, a cechy tej sekwencji przyjeto jako cechy
idealnego barkodu DNA dla wigkszosci zwie-
rzat i grzybow. O wiele trudniejsze okazaty
si¢ prace nad wyborem odno$nego rejonu czy
rejondw w genomach roslin. W tym wzgle-
dzie wciaz brak rozstrzygajacej decyzji. Nic
wigc dziwnego, ze szczegdlne zainteresowanie
i oczekiwania zwiazane sg dzi$ z pracami Plant
Working Group, ktorej powierzono misj¢ stwo-
rzenia nowego systemu identyfikacji gatunkow,
opartego na innych niz COI regionach DNA.
Badania w tym zakresie, trwajace od 2004 roku
koordynowane sa przez Royal Botanic Gardens
w Kew. Koncentruja si¢ one na kilku kluczowych
kwestiach, o ktorych pisalisSmy powyze;j.

BIBLIOTEKA BARKODOW DNA

O zainteresowaniu ideg barkodingu DNA
$wiadczy m.in. szybki wzrost liczby gatunkdéw
opatrzonych barkodem DNA. W specjalnie temu
zadedykowanej bazie danych BOLD (Barcode
of Life Data Systems) zarejestrowanych jest
juz ponad 39 tysigcy gatunkow z barkodem
DNA. Baza ta stuzy nie tylko do archiwizacji
sekwencji DNA, ale zawiera takze informacje
taksonomiczne uzyskane na podstawie danych
genetycznych (np. dendrogramy taksonéw i dy-
stanse genetyczne w obrebie poszczegdlnych
jednostek systematycznych). Dane molekularne
polaczone sa z opisem morfologicznym i ana-
tomicznym gatunku oraz informacjami o jego
rozmieszczeniu (poprzez linki do istniejacej
literatury w tym zakresie), dzigki czemu baza
BOLD stanowi swoisty pomost pomigdzy da-
nymi molekularnymi i tradycyjng taksonomia.

BOLD funkcjonuje w oparciu o COI jako
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standardowy region barkodujacy, dlatego tez
stanowi biblioteke sekwencji DNA gtéwnie dla
zwierzat. Jak dotad nie istnieje baza przezna-
czona dla barkodow roslinnych, ani jako czgsé
bazy BOLD, ani jako oddzielny system. Brak
uniwersalnego sposobu rozrozniania gatunkow
ro$lin dzigki standardowym regionom DNA po-
woduyje, iz informacje na temat gatunkow, dla
ktérych zsekwencjonowano rejony potencjalnie
uzyteczne w barkodingu zamieszczane sa w ba-
zach o przeznaczeniu og6lnym, np. GenBank.

BARKODING W POLSCE

Koordynacja dziatan zwigzanych z barkodin-
giem poprzez tworzenie struktur organizacyjnych
typu CBOL skutkuje m.in. tendencjg do tworze-
nia analogicznych struktur na poziomie poszcze-
gblnych kontynentéow czy panstw. Przyktadem
moze by¢ Canadian Barcode of Life Network
(BOLNET), pierwsza krajowa sie¢ dedykowana
barkodingowi DNA, zrzeszajaca najwazniejsze
instytucje naukowo-badawcze w Kanadzie oraz
aktywnie wspotpracujaca z CBOL. Postulowana
jest takze koniecznos$¢ koordynowania dziatan
instytucji  zainteresowanych barkodingiem
w Europie oraz zaadaptowanie modelu spe-
cjalistycznych grup roboczych CBOL w skali
kontynentu europejskiego. Zagadnieniom tym
poswigcone bylo spotkanie DNA Barcoding in
Europe, zorganizowane w Holandii w dniach
3-5 pazdziernika 2007 roku w ramach sieci
European Distributed Institute of Taxonomy
(EDIT). Z Polski, w spotkaniu uczestniczyli
przedstawiciele Instytutu Botaniki PAN oraz
Muzeum i Instytutu Zoologii Polskiej Akademii
Nauk w Warszawie placowek bedacych czton-
kami EDIT. W efekcie prowadzonych w czasie
spotkania dyskusji wyloniono zasadnicze grupy
zagadnien, z ktérymi konieczne jest zmierzenie
si¢ na gruncie europejskim:

* strategia barkodingu DNA w Europie,

* sie¢ europejskich bankow DNA,

* identyfikacja priorytetow barkodingu DNA
w Europie.

W miedzynarodowa wspotpracg zwiazana
z barkodingiem DNA angazuja si¢ takze polskie

instytucje naukowe. Od 2004 roku, a wigc nie-
mal od momentu pojawienia si¢ idei barkodingu
DNA, w Polsce istnieje tzw. sie¢ Barcodingu
DNA, obejmujaca 4 placowki aktywnie wspot-
dziatajace ze sobg w celu prowadzenia tego
przedsigwzigcia w naszym kraju. Poszczegdlne
jednostki odpowiadaja za barkoding DNA
w grupach organizmdéw stanowiacych gtéwny
przedmiot ich zainteresowan:

* Muzeum i Instytut Zoologii Polskiej Aka-
demii Nauk w Warszawie — zwierzeta;

* Instytut Botaniki Polskiej Akademii Nauk
w Krakowie — rosliny naczyniowe i grzybys;

» Les$ny Bank Genow w Kostrzycy — drzewa
lesne;

* Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
w Radzikowie — ro$liny uprawne i ich dzikoro-
snace formy rodzicielskie.

Przedstawiciele dwu pierwszych placowek
aktywnie uczestniczg rowniez w pracach i spo-
tkaniach migdzynarodowej sieci barkodingu
DNA. Aktywno$¢ krajowej sieci finansuje Mi-
nisterstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
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