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Kod kreskowy,  kod paskowy (ang. barcode) umożliwia graficzne 

kodowanie informacji w celu jej późniejszego, szybkiego i bezbłędnego 

odczytu. 

 

Kod kreskowy składa się z kresek jasnych i ciemnych, które są graficznym 

odzwierciedleniem wydrukowanych pod nimi numeru identyfikującego oraz 

jasnego marginesu otaczającego symbol kodu o ściśle określonej 

szerokości.  

Barkoding DNA – ogólne założenia 
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Barkoding DNA – ogólne założenia 

Źródło: https://www.khanacademy.org/science/biology/dna-as-the-genetic-material/dna-discovery-and-structure/a/discovery-of-the-structure-of-dna 
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Podstawową jednostką (monomerem) budulcową DNA i RNA jest nukleotyd.  

Grupa fosforanowa 

Zasada azotowa 

Cukier pentoza - deoksyryboza 

Nukleozyd 

Kwas deoksyrybonukleinowy  DNA – deoxyribonucleic acid 
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Zasady azotowe w DNA: 

Puryny: 

Pirymidyny: 

Adenina Guanina 

Cytozyna Tymina 
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Czy DNA może być porównany do kodu kreskowego ? 
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W roku 2003 Paul Hebert z Uniwersytetu w Guelph 

(Kanada) zaproponował nową metodę identyfikacji 

gatunków nazwaną ”DNA barcoding”. 

Barkoding DNA – ogólne założenia 
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BARCODING 

 

Metoda taksonomiczna wykorzystująca marker genetyczny (sekwencje 

mitochondrialnego lub jądrowego DNA) organizmu w celu jego 

identyfikacji i określenia przynależności do określonego gatunku. 
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Najczęściej używanym regionem barkodowym jest fragment sekwencji 

mitochondrialnego genu oksydazy cytochromowej (podjednostka I) o długości 

około 600–650 par zasad (zwanego COI lub COX1). 

mitochondrial
genome
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Cechy COI, które umożliwiają zastosowanie tej sekwencji w barkodingu: 

sekwencje COI charakteryzują się małą zmiennością wewnątrzgatunkową 

(mała zmienność nukleotydowa pomiędzy osobnikami); 

zmienności sekwencji DNA pomiędzy osobnikami tego samego gatunku, np. u 

motyli na poziomie 0,1-0,3%; 

sekwencje COI charakteryzują się dużą zmiennością międzygatunkową (dużą 

zmiennością nukleotydową pomiędzy dwoma gatunkami w obrębie tego samego 

rodzaju); 

1,1-4,3% różnic nukleotydowych (czasami więcej) pomiędzy dwoma gatunkami 

należącymi do tego samego rodzaju u motyli. 

Barkoding DNA – ogólne założenia 
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• identyfikację gatunku wyłącznie na podstawie fragmentów tkanek, krwi, kości i wszelkich  

innych fragmentów okazów (piór, pyłków, nasion itp.); 

• identyfikację gatunku jedynie na podstawie stadiów rozwojowych, larw, jaj itp.; 

• odkrycie nowych gatunków dla nauki; 

• identyfikację gatunku przez osoby nie będące specjalistami. 

Co umożliwia barkoding DNA ? 
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Barkoding DNA różni się od tzw. filogenezy molekularnej, której celem jest 

identyfikacja wzorców pokrewieństwa między gatunkami w oparciu o sekwencje DNA 

(lub sekwencje RNA lub sekwencje aminokwasów). 

 

 

 
Barkodingu DNA nie należy mylić z "kodem kreskowym DNA" stosowanym w 

optycznym mapowaniu DNA (chromosomów) ani z "kodem kreskowym" przeciwciał 

stosowanym w identyfikacji białek. 
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Region barkodowy u zwierząt: 

- DNA mitochondrialny: Pierwsza podjednostka      

                            oksydazy cytochromowej (COI , COX1) 

 

 

 

 

Grzyby: 

- DNA mitochondrialny: Pierwsza podjednostka      

                            oksydazy cytochromowej (COI , COX1) 

- DNA jądrowy: (ITS – internal transcribed spacer). 

 

 

 

Rośliny: 

- DNA chloroplastowy: rbcLa, matK, trnH-psbA 

- DNA jądrowy: (ITS – internal transcribed spacer). 
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DNA mini-barkoding: 

 

• podobny do klasycznego barkodingu DNA; 

 

• do identyfikacji gatunków wykorzystuje się małe fragmenty genu COI (około 100 

bp); 

 

• stosuje się w przypadku próbek mających zdegradowane DNA i niepełną 

izolację/amplifikację fragmentów genów COI. 

Barkoding DNA – mini-barkoding 
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Barkoding DNA – metabarkoding 

METABARCODING to barcodnig umożliwiający jednoczesną identyfikację wielu 

taksonów w tej samej próbce. 

Nie koncentruje się na jednym konkretnym organizmie, lecz ma na celu określenie 

składu gatunkowego w całej badanej próbce. 
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Metoda „klasyczna”: 
 
- pobranie materiału, 
 
- izolacja DNA, 

- PCR (reakcja łańcuchowa polimerazy), 

- sekwencjonowanie, 

- analiza sekwencji. 

Procedury laboratoryjne w barkodingu DNA 
 

Metoda NGS: 
 
- pobranie materiału, 
 
- stworzenie biblioteki NGS, 

- sekwencjonowanie, 

- analiza sekwencji. 

Etapy uzyskiwania sekwencji DNA: 

15 



1. Pobranie materiału. 

2. Izolacja materiału genetycznego. 

3. Namnożenie interesującego nas fragmentu DNA (reakcja PCR). 

4. Sekwencjonowanie. 

5. Analiza bioinformatyczna uzyskanych sekwencji.  
 . 

Etapy uzyskiwania sekwencji DNA (metoda klasyczna): 

Procedury laboratoryjne w barkodingu DNA 
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1. Pobranie materiału. 

Procedury laboratoryjne w barkodingu DNA 
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Procedury laboratoryjne w barkodingu DNA 
 

2. Izolacja materiału genetycznego. 
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Polymerase Chain Reaction (PCR) – Reakcja łańcuchowa polimerazy 

Naśladuje naturalny proces replikacji. 

Metoda, która pozwala powielić dany fragment DNA do liczby wielu milionów kopii.  

3. Namnożenie interesującego nas fragmentu DNA (reakcja PCR). 

Procedury laboratoryjne w barkodingu DNA 
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Składniki 

• Matrycowy DNA – fragment DNA, który  

   chcemy powielić,  wcześniej pobrany,  
   wyizolowany i oczyszczony. 
 

• Polimeraza Taq  
(Termostabilna Polimeraza DNA)  
 

• Para zazwyczaj krótkich, jednoniciowych  
starterów oligonukleotydowych  
 

• Bufor – taki, który będzie zapewniał  
odpowiednie pH  
 

• Jony magnezowe – kofaktory polimerazy 
 

• Duży nadmiar nukleotydów  
-  substraty do budowy nowych nici DNA  

 

 

Reakcja PCR 
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Skład mieszaniny PCR (objętość 50 μl): 
- PCR Mix Plus        25 μl  
  - Taq DNA polimeraza 0,1 U/μl 
  - MgCl2  4 mM 
  - dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)  0,5 mM 
  - stabilizatory 
  - czerwony barwnik 
  - bufor obciążający 

- Starter F         2 μl  
- Starter R        2 μl 
- DNA matrycowe     5 μl 
- Woda jałowa         16 μl 
 

Reakcja PCR 
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Najczęściej badane markery (sekwencje): 

 

DNA mitochondrialne: 

- COI 

- cytochrom b 

- 16S rDNA 

- 12S rDNA 

 

DNA jądrowe: 

- EF-1 α 

- EF-2 α 

- 28S rDNA 
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Przykład wykorzystywanych starterów dla różnych genów: 

16S: 
LR-J-12887 (5'-CCGGTTTGAGCTCAGATC-3') (forward) 
LR-N-13398 (5'-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3') (reverse) 
(Simon et al. 1994) 

 
COI: 
Jerry (5' -CAA CAT TTA TTT TGA TTT TTT GG – 3') (forward) 
Pat (5' - TCC AAT GCA CTA ATC TGC CAT ATT A- 3') (reverse) 
(Dupuis & Sperling 2015) 

 
CytB: 
REVCB2H (5'-TGAGGACAAATATCATTTTGAGGW-3' (forward) 
REVCBJ (5'-ACTGGTCGAGCTCCAATTCATGT-3' (reverse) 
(Muraji et al. 2001) 

 
28S: 
28SD2-F (5′-AGAGAGAGTTCAAGAGTACGTG-3′) (forward) 
28SD2-R (5′-TTGGTCCGTGTTTCAAGACGGG-3′ )(reverse) 
(Belshaw & Quicke 1996) 
 

Reakcja PCR 
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Etapy reakcji PCR 

 

 

1. Denaturacja 

 

2. Hybrydyzacja 

 

3. Elongacja 

 

1. Inicjacja 

 

2. Denaturacja 

 

3. Hybrydyzacja (przyłączenie starterów) 

 

4. Elongacja 

 

5. Elongacja końcowa 

 

6. Zakończenie 

Termocykler – urządzenie laboratoryjne do 

prowadzenia łańcuchowej reakcji polimerazy. 
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Procedury laboratoryjne w barkodingu DNA 
 

4. Sekwencjonowanie. 

 

Odczytywanie kolejności (sekwencji) nukleotydów w pewnym odcinku DNA. 
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Sekwencjonowanie metodą enzymatyczną (Metoda Sangera) 

-   Jeszcze najbardziej popularna technika, 

- Wynalazł ją Fredrick Sanger w  roku 1977, 

- Przypomina reakcję PCR 

- Opiera się na rozdzieleniu jednoniciowych DNA poprzez elektroforezę w żelu 
poliakryloamidowym. 
 
 

Składniki reakcji: 
 
- specyficzny produkt reakcji PCR (matryca DNA), 
 
- polimeraza DNA, 
 
- wolne nukleotydy (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 
 
- dideosynukleotydy (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) 

 
Dideosynukleotydy są odpowiednio wyznakowane fluorescencyjnie. 
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Otrzymany wynik sekwencjonowania w formacie FASTA. 

ACCGTGATTCGACCTGATCATCCGCAGACTGAGACGCTGCACGGTCCGAGA
CTGCACGGCGGCGACAACAGACGCGCCGCACCGATGTCCGCACAACGGCA
GGACCTCGATAATACGACGTTATCTTGCGTCGGGCCGGACGCGCTTTTGTTT
AAAATGCGCGTGCGCGATTCGTGTCTTCTACCGTCCGACGGCCGGTCGGCA
AAACCGTCACGGTCCAAACGCCTTACCCTTTGACAGGTAAAGACGATTGGGC
TCCCGAACGGCGCTTAGACCGACATCGAACGGGTCGCGATGCATTACTAAGA
GAGAAGTGCACGCCGTCCGCGAACGTCGACGCTGCCGGCCCGTGAAGCCC
GCTATCCCCTTTGACAGGGACGGACGCCTCATCAGAGCGTGGCAGCGTACG
CCGCGGATTGACGATGAATCTCTCCGTTCGTTCATTCGAGTTTCGCAGGTTTA
CCCCTGAACGGTTTCACGTACTCTTAAACTTCTCTCTAAAAAGGAGGGGGGG
GGAGGA 

Sekwencjonowanie metodą enzymatyczną (Metoda Sangera) 
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Procedury laboratoryjne w barkodingu DNA 
 

5. Analiza bioinformatyczna uzyskanych sekwencji. 

Porównanie sekwencji z innymi sekwencjami w bazach danych.  

 

Oznaczenie gatunku. 

Najpopularniejsze bazy danych: 

• GenBank 

• BOLDSYSTEMS 
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Analiza bioinformatyczna – detekcja gatunku 
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Analiza bioinformatyczna – detekcja gatunku 
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Nazwa taksonu 

Analiza bioinformatyczna – detekcja gatunku 

Podobieństwo 
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Co ma wpływ na pozytywny wynik? 

 

• wiek próbki, 

• sposób przechowywania: 

 - temperatura, 

 - wilgotność, 

 - uszkodzenia mechaniczne (szkodniki),  

 - uszkodzenia „biologiczne” (pleśnie), 

• niewłaściwie dobrane startery reakcji PCR, 

• niewłaściwie dobrany profil temperaturowy reakcji PCR, 

• niewłaściwa procedura podczas analizy sekwencji. 

Podsumowanie 
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Dziękuję za uwagę ! 


