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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. Wstęp

Owady stanowią najbardziej zróżnicowaną grupę zwierząt,
z opisanym ponad milionem gatunków i kolejnym milionem 
oczekujących na opis lub po prostu nieodkrytych (Grimal-
di, Engel 2005). W zdobywaniu użytecznej wiedzy o jakiej-
kolwiek grupie organizmów podstawowym wymogiem jest 
zdolność opisywania, klasyfikowania, a następnie identyfiko-
wania poszczególnych taksonów tej grupy. Identyfikacja licz-
nych gatunków owadów metodami tradycyjnymi, opartymi 
na cechach morfologicznych, wymaga specjalistycznej wie-
dzy i jest czasochłonna. Co więcej, diagnostyka ta opiera się 
często na różnicach morfologicznych postaci dorosłych owa-
dów, co stwarza poważne ograniczenia w identyfikacji oka-
zów w fazach młodocianych (Balakrishnan 2005). W wielu 
przypadkach, ze względu na brak cech diagnostycznych lub 

dużą zmienność tych cech, metoda kodu kreskowego DNA 
stwarza możliwość szybkiej i precyzyjnej identyfikacji orga-
nizmów (Hebert et al. 2003, 2004). Wykorzystanie sekwencji 
DNA do uzyskania informacji na temat podobieństwa takso-
nomicznego nieznanego okazu polega na sekwencjonowaniu 
krótkiego fragmentu mitochondrialnej sekwencji kodującej 
podjednostkę I  genu oksydazy cytochromowej (cox1 CO1) 
i  na porównaniu z  biblioteką referencyjną kodów kresko-
wych znanych gatunków. Metoda ta jest skuteczna, zwłaszcza 
w identyfikacji owadów o małych rozmiarach, kryptycznych 
(Burns et al. 2008, Huemer et al. 2014) lub gatunków rzad-
kich, (Hebert et al. 2004; Sinclair, Gresens 2008; Sweeney 
et al. 2011; Anderson et al. 2013, Jackson et al. 2014) oraz 
prób łączących różne stadia rozwojowe owadów (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 owadów

Rozwój filogenetyki molekularnej zrewolucjonizował tak-
sonomię. Liczne prace badawcze pokazują, w  jaki sposób 
analiza mitochondrialnego locus COI może zakwestionować 
dotychczasowe granice taksonomiczne. Dla chrząszczy z ro-
dziny jelonkowatych barkoding DNA potwierdził różnice 
pomiędzy kilkoma gatunkami Lucanus i  podgatunkami L. 
cervus L. (Cox et al. 2013). Podobnie na podstawie anali-
zy COI udało się rozgraniczyć gatunki w  dwóch grupach 
chrząszczy z  rodziny Hydrophilidae i Scarabaeidae (Mona-
ghan et al. 2005). Jordal i Kambestad (2014) na podstawie 
analiz mtDNA dokonali rewizji taksonomicznej dwóch ga-
tunków korników Pityophthorus micrographus L. i P. pity-
ographus Ratz. Kody kreskowe DNA zostały użyte także 
do identyfikacji motyli tropikalnych z  rodzaju Perichares 
(Lepidoptera, Hesperiidae). Od czasu ich pierwszego opisa-
nia w 1775 roku, często do grupy tej zaliczano okazy, które 
tylko powierzchownie pasowały do opisanych gatunków. Po 
analizie mtDNA okazało się, że niektóre gatunki są błędnie 
przypisane, a wiele z nich należy do kompleksu złożonego 
z  gatunków kryptycznych (Burns et al. 2008). Prawidłowe 
przypisanie okazów do gatunku, zwłaszcza w  przypadku 
gatunków kryptycznych, ma ważne następstwa dla badań 
taksonomicznych, ewolucyjnych i  bioróżnorodności, a  ich 
obecność pośród szkodników ma również konsekwencje 
ekonomiczne. 

Analiza kodu kreskowego DNA pozwala także usunąć 
niejednoznaczności w określeniu gatunku, wynikające z róż-
nic morfologicznych między przedstawicielami różnych 
kast w przypadku owadów społecznych, takich jak mrówki 
(Smith et al. 2008), czy różnic w morfologii samców i samic 
gatunków o  dużym dymorfizmie płciowym (Janzen 2005). 
Analiza mtDNA jest ważnym narzędziem w inwentaryzacji 
przyrodniczej i  ochronie bioróżnorodności,  ułatwiając za-
równo identyfikację okazów dziś żyjących, jak i opisanie tak-
sonów ze zbiorów muzealnych, a co najważniejsze, pozwala 
na łączenie tych próbek w celu odtworzenia historii gatun-
ków. Projekt inwentaryzacji motyli z rodziny miernikowco-
watych (Geometridae) na Kostaryce demonstruje możliwość 
wykorzystania kodów kreskowych DNA do opisania nowych 
gatunków (Chacon et al. 2012). Gąsienice pięciu gatunków 
motyli – Opsiphanes quiteria Stoll, O. tamarindi Felder, O. 
bogotanus Dist., O. invirae Hübner i O. fabricii Boisduval 
– należą do bardzo często spotykanych. Szósty gatunek, nale-
żący do rodzaju Opsiphanes, którego dorosłe samce są bardzo 
podobne do okazów męskich pospolitego O. fabricii, ozna-
czono jako O. cassina fabricii (DeVries 1987; Bristow 1991). 
Analiza kodu kreskowego DNA tych gatunków wykazała, 
że O. cassina fabricii jest gatunkiem nowym dla Kostaryki, 
który przez swoje morfologiczne podobieństwo do gatunków 
powszechnie występujących, był dotychczas pomijany. 

Skuteczność metody sekwencjonowania DNA w  wy-
branym, standardowym regionie genomu do rozróżniania 
gatunków (Hebert et al. 2003, 2004) zainicjowała międzyna-
rodowe programy badawcze, których efektem są biblioteki 

kodów kreskowych dostępne w międzynarodowych bazach 
danych GenBank (Clark et al. 2016) i systemie BOLD (Bar-
code of Life Datasystems) (Ratnasingham, Hebert 2007). 
W  ciągu pierwszych lat działalności zebrano 430  000 
kodów kreskowych owadów reprezentujących około 50 000 
gatunków (30% wszystkich znanych gatunków) (Silva-
Brandão et al. 2009; International Barcode of Life 2010b). 
Największy zestaw danych do kodów kreskowych DNA dla 
owadów wodnych dostarczył  Webb (2012). Zebrał on 4165 
sekwencji z regionu mitochondrialnego genu podjednostki 
COI, reprezentujących 354 gatunki jętek (Ephemeroptera) 
z K anady, Meksyku i  Stanów Zjednoczonych. Pozwoliło 
to na skorygowanie wcześniej błędnie zidentyfikowanych 
gatunków i pogłębienie wiedzy na temat poziomów zmien-
ności locus COI, zarówno w obrębie gatunku, jak i między 
gatunkami. Dzięki projektowi wykorzystującemu barkoding 
DNA do przygotowania genetycznych i  morfologicznych 
kluczy do oznaczania gatunków muchówek z  plemienia 
Tanytarsini na Spitsbergenie i Wyspie Niedźwiedziej (Stur, 
Ekrem 2011) stworzono biblioteki kodów kreskowych DNA 
dla wszystkich gatunków arktycznych. Tanytarsini stanowią 
dużą i  zróżnicowaną grupę wodnych muchówek należącą 
do rodziny ochotkowatych (Chironomidae). Opracowane 
klucze umożliwiają identyfikację larw, poczwarek i okazów 
po ostatecznym przeobrażeniu gatunków Tanytarsini znale-
zionych na Svalbardzie. 

3. Ochrona gatunków zagrożonych

W  kontekście ochrony gatunków zagrożonych warto 
wspomnieć, że metoda kodów kreskowych DNA ma dodat-
kową zaletę, pozwalając na wykorzystywanie w  badaniach 
jedynie małych fragmentów anatomicznych zamiast całych 
osobników (Svensson et al. 2009 ). Eliminuje to potrzebę po-
zyskiwania całych okazów, co ma szczególnie duże znacz-
nie w przypadku małych populacji. Sztandarowym taksonem 
mającym znaczenie dla ochrony bezkręgowców w E uropie 
jest rodzaj Osmoderma (pachnica), obejmujący kompleks 
czterech gatunków, w  tym Osmoderma barnabita Motsch. 
– ściśle związany ze starymi, dziuplastymi drzewami, który 
był intensywnie badany przez Landvik (2017). W  powyż-
szym opracowaniu autorzy koncentrują się na wyjaśnieniu 
struktury filogeograficznej wschodnioeuropejskiej populacji 
O. barnabita, bazując na okazach z terenu Łotwy i Finlandii 
oraz na wcześniej opublikowanych sekwencjach i  okazach 
muzealnych. Analiza sekwencji mitochondrialnego genu 
COI pozwoliła na identyfikację 26 blisko spokrewnionych 
haplotypów, których różnorodność zmniejsza się z południa 
na północ. Obserwowana dystrybucja O. barnabita wska-
zała także na niedawną ekspansję tego gatunku w E uropie 
Wschodniej. Wiedza ta ma ogromny wpływ na ochronę 
i kontrolę gatunku, który zarówno w Polsce, jak i we wszyst-
kich innych państwach, podlega ochronie prawnej. Problem 
identyfikacji gatunków rzadkich i zagrożonych dotyczy także 
chrząszczy z  rodziny jelonkowatych (Lucanidae). Opisano 
ponad 90 gatunków rodzaju Lucanus, jednak w wielu przy-
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padkach zasadność wyodrębniania taksonów jest wątpliwa. 
Dymorfizm płciowy i zmienność rozmiarów ciała oraz brak 
diagnostycznych cech fenotypowych u larw dodatkowo kom-
plikują systematykę Lucanidae. Ich klasyfikacja zmienia się 
i  jest przedmiotem dyskusji. Ostatnie badania (Cox et al. 
2013) opisują siedem gatunków 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 niektóre z nich uznaje się za zagrożone. Trudno 
ustalić konkretne priorytety w zakresie ochrony bez prawid-
łowej identyfikacji, dlatego do rozpoznawania gatunków 
i podgatunków Lucanus posłużyła analiza końca 3 'genu COI 
(Cox et al. 2013). Zsekwencjonowany fragment COI pozwo-
lił rozróżnić kilka badanych gatunków Lucanus i rzekomych 
podgatunków L. cervus. 

4. Kontrola występowania szkodników drzew 
leśnych

W  czasach wzmożonego handlu drewnem i  produktami 
pochodzenia drzewnego wzrasta ryzyko przypadkowego za-
wleczenia obcych gatunków owadów. Szybka i prawidłowa 
identyfikacja ma kluczowe znaczenie dla wykrywania ob-
cych gatunków inwazyjnych, które mogą wykazywać wyższą 
patogenność na obszarach poza ich zasięgiem. Sekwencjo-
nowanie mtDNA regionu genu oksydazy cytochromowej 
I  (COI) pozwoliło na utworzenie biblioteki kodów kresko-
wych DNA europejskich chrząszczy, wśród 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), prezentując kody kres-
kowe DNA dla 4330 gatunków z Europy Północnej i Środ-
kowej. Podobnie powstała pierwsza biblioteka referencyjna 
DNA dla około 100 gatunków z  rodzaju Agrilus z  półkuli 
północnej na podstawie trzech markerów mitochondrialnych: 
cox1-5' (fragment kodu kreskowego DNA), cox1-3' i  rrnL. 
Wszystkie dane dostępne są w formacie bazy danych kodów 
kreskowych, w tym przykładowe obrazy i dane geograficzne 
(dx.doi.org/10.5883/DS-AGRILUS1), co stanowi jak dotąd 
najszerszy zbiór danych do identyfikacji gatunków z tego ro-
dzaju. Wszystkie, spośród ponad 3000 gatunków z  rodzaju 
Agrilus, odżywiają się częściami roślin, powodując poważ-
ne uszkodzenia drzew. Szybka ich identyfikacja to pierwszy 
krok do stworzenia kolejnych środków ochronnych. Bada-
nia molekularne mogą więc być skutecznym narzędziem do 
zwalczania szkodników o globalnym zasięgu. 151 gatunków 
chrząszczy, szkodników występujących w Europie i Amery-
ce Północnej, zostało zidentyfikowanych za pomocą kodów 
kreskowych DNA, w  tym Ips acuminatus (Gyll.) i  I. typo-
graphus (Jordal, Kamberstad 2014). Analiza kodu kresko-
wego DNA może więc służyć nie tylko jako nowe narzędzie 
taksonomiczne, ale również jako standardowy system szyb-
kiej identyfikacji i monitoringu. 

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

Zapobieganie wprowadzaniu inwazyjnych gatunków ob-
cych do ekosystemów leśnych jest celem o  wysokim prio-
rytecie dla krajów o  rozległych zasobach leśnych. Badania 
kodów kreskowych DNA, w obrębie rodziny Erebidae (Le-
pidoptera), ujawniły wewnątrzgatunkowe rozbieżności po-
między Lymantria dispar (L.), L. mathura Moore i L. sinica 
Moore (Stewart et al. 2016). Aby pomóc w identyfikacji tych 
owadów opracowano zestaw testów TaqMan®, które mogą 
identyfikować wszystkie trzy podgatunki L. dispar oraz 
pięć dodatkowych gatunków Lymantria stanowiących za-
grożenie dla lasów w  Ameryce Północnej. Zestaw testów 
stanowi "klucz molekularny" (analogiczny do klucza takso-
nomicznego) i  obejmuje kilka równoległych pojedynczych 
i multipleksowych reakcji qPCR. Każda reakcja wykorzy-
stuje kombinację starterów i  sond zaprojektowanych do 
oddzielania taksonów, umożliwia szybką i  dokładną ich 
identyfikację. Analiza danych molekularnych może szybko 
identyfikować nieznaną próbkę, w  tym stadia młodociane 
owadów. Kolejne badania potwierdzają wysoki potencjał 
kodów kreskowych COI do identyfikacji larw chrząszczy 
z rodziny zgniotkowatych i kózkowatych: Cucujus cinnabe-
rinus (Scop.), Rhagium mordax i R. inquisitor (Ziganshina 
et al.2018). W  badaniach z wykorzystaniem kodu kresko-
wego DNA możliwość identyfikacji gatunków rzadkich 
i leśnych szkodników dotyczy także okazów w różnych sta-
diach rozwoju. Wu i  in. (2017) zastosowali zintegrowane 
podejście, które nie było wcześniej stosowane, a pozwala na 
krzyżową weryfikację wyników przez jednoczesną hodow-
lę larw do stadium dorosłego. Kody kreskowe DNA wyge-
nerowane w  tych badaniach uzupełniają dane na wypadek 
nieumyślnie przetransportowanych szkodników, takich jak 
Saperda sp. i Xylotrechus sp.

5. Kontrowersje dotyczące użyteczności kodów 
kreskowych DNA 

Kod kreskowy DNA ma wiele zalet, które pozwalają na 
szybką identyfikację dużej liczby próbek, nawet przez osoby 
niebędące ekspertami. Istnieją jednak pewne kontrowersje 
dotyczące  wykorzystywania kodów kreskowych DNA w sy-
stemie klasyfikacji organizmów, zarówno na etapie identy-
fikacji okazów, jak i odkrywania nowych gatunków (Meier 
2008). Przypisanie nazw taksonomicznych nieznanym oka-
zom dokonuje się przy użyciu bibliotek referencyjnych DNA 
i  zależy od liczby przedstawicieli każdego gatunku, zawar-
tych w  bazie danych. Proces ten może być obarczony błę-
dem, gdy próbki zawarte w bibliotece zostały nieprawidłowo 
opisane lub nie odzwierciedlają ogólnego zróżnicowania 
genetycznego gatunku. Najważniejszym czynnikiem decydu-
jącym o dokładności identyfikacji gatunków jest więc zasob-
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ność dostępnych bibliotek kodów kreskowych (Ekrem et al. 
2007). W  rzeczywistości większość błędów w  identyfikacji 
wynika z braku danych referencyjnych (Virgilio et al. 2010). 
Identyfikacja nowych gatunków, dzięki kodom kreskowym 
DNA, wymaga dużej dokładności i  przestaje być efektyw-
na na skutek dużego zróżnicowania genetycznego wewnątrz 
danego gatunku (Davis, Nixon 1992; DeSalle et al. 2005). 
Na wyniki identyfikacji może negatywnie wpłynąć zjawisko 
heteroplazmii (Song et al. 2008), czyli współistnienia kilku 
haplotypów mitochondrialnych u jednego osobnika, zgłasza-
ne w przypadku wielu owadów (Gellissen, Michaelis 1987; 
Bensasson et al. 2000; Brower 2006; Rubinoff et al. 2006; 
Magnacca, Brown 2010a, b). Szacuje się, że jedna czwarta 
taksonów opisanych zwierząt nie jest monofiletyczna (Funk, 
Omland 2003), co także może być źródłem błędów w anali-
zach. Różne gatunki  mogą wydawać się także polifiletyczne 
lub parafiletyczne z powodu niepełnego sortowania linii mi-
tochondrialnego DNA lub introgresji. Takie sytuacje są dość 
powszechne (np. Kaila, Ståhls 2006; Burns et al. 2010; Žu-
rovcová et al. 2010). Problematyczny jest także dobór odpo-
wiednich metod statystycznych oraz interpretacja wyników 
zmienności genetycznej między okazami. Opracowanie algo-
rytmów do identyfikacji opartej na kodzie kreskowym DNA 
stanowi wciąż wyzwanie w dziedzinie bioinformatyki. 

Pomimo tych kwestii, Collins i  Cruickshank (2013) są 
optymistami co do przyszłości kodów kreskowych DNA, 
ponieważ zalety metody przewyższają jej wady. A sama iden-
tyfikacja oparta na kodzie kreskowym DNA może przebie-
gać dwuetapowo: początkowa identyfikacja za pomocą kodu 
kreskowego COI i szczegółowa identyfikacja z wykorzysta-
niem dodatkowych danych molekularnych i morfologicznych 
dla określonej grupy owadów. 

6. Podsumowanie

Znaczenie badań różnorodności biologicznej w  lasach 
wzrasta, czego przykładem jest prowadzona obecnie wiel-
koskalowa inwentaryzacja dużych kompleksów leśnych 
w wybranych nadleśnictwach oraz w Puszczy Białowieskiej. 
Wynika to z konieczności poznania liczby gatunków związa-
nych z ekosystemami leśnymi, co jest kluczowe między innymi 
dla wyznaczenia obszarów cennych przyrodniczo, prowadze-
nia zrównoważonej gospodarki leśnej, określenia jej wpływu 
na bioróżnorodność oraz poznania przyczyn zmian zasięgów, 
w  tym ekspansji lub zaniku pewnych gatunków. Jak dotąd 
przeważającą część badań inwentaryzacyjnych prowadzono 
tradycyjnymi metodami, a  więc na podstawie identyfikacji 
taksonomicznej cech morfologicznych, rzadziej anatomicz-
nych. W badaniach często napotykano trudności z: identyfi-
kacją, brakiem specjalistów, objęciem badaniami większych 
obszarów leśnych, wysokimi kosztami realizacji. Z pomocą 
mogą tutaj przyjść techniki analiz molekularnych. Niekiedy 
jest to jedyna metoda mogąca dać jednoznaczny wynik, np. 
dla rozróżnienia gatunków kryptycznych (bliźniaczych) czy 
form trudnych do identyfikacji, takich jak np. larwy. Tech-
niki molekularne są również niezastąpione w  przypadku, 

tzw. prób trudnych, jak np. fragmentów ciał owadów pozo-
stałych w próchnie, na podstawie których określenie gatunku 
macierzystego w sposób tradycyjny jest często niemożliwe. 
Technika kodu kreskowego DNA jest obecnie powszechną 
praktyką w celu wsparcia identyfikacji i klasyfikacji żywych 
organizmów (Hebert et al. 2003), ponieważ kod ten jest taki 
sam na każdym etapie cyklu życia określonego organizmu 
dla obu płci. Sekwencje kodów kreskowych, przesłane do baz 
danych, są łatwo dostępne, a kolejne analizy mogą być po-
wtórzone przez każdego. Bazy danych mają jednak wiele luk 
wśród taksonów. Intensywnie badane grupy i organizmy mo-
delowe mają zgromadzonych wiele sekwencji lub nawet całe 
dostępne genomy, ale zdecydowana większość gatunków nie 
ma żadnych danych dotyczących sekwencji i czeka na opisa-
nie (Sanderson et al. 2003). 

Konflikt interesów

Autorki deklarują brak potencjalnych konfliktów.

Źródło finansowania badań

Badania sfinansowano z  funduszu leśnego Państwowego 
Gospodarstwa Leśnego Lasy Państwowe – DGLP 500-449.
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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 entomofau-
na 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 biodiversity and the naturalness of forest ecosystems. Therefore, this and other future implications of this promising new 
technique are also discussed here.

Keywords: DNA barcodes, entomofauna, species identification, taxonomy

1. Introduction

Insects are the most diverse group of animals, with over
a million species described and another million pending de-
scription or simply undiscovered (Grimaldi, Engel 2005). In 
acquiring useful knowledge about any group of organisms, 
the basic requirement is the ability to describe, classify and 
then identify individual taxa of this group. The identification 
of numerous insect species by traditional methods based on 
morphological features requires specialist knowledge and is 
time consuming. Moreover, this diagnosis is often based on 
the morphological differences of adult insect forms, which 
severely restricts the identification of specimens in juveni-
le phases (Balakrishnan 2005). In many cases, due to the 
lack of diagnostic features or the large variability of these 

features, the DNA barcoding method provides the possibi-
lity of identifying organisms quickly and precisely (Hebert 
et al. 2003, 2004). The use of DNA sequences to obtain the 
information on the taxonomic similarities of an unknown 
specimen consists of sequencing a short fragment of the 
mitochondrial sequence encoding the subunit of the cyto-
chrome oxidase I gene (cox1 CO1) and comparing this with 
the reference library of the barcodes of known species. This 
method is effective, especially in identifying small, cryptic 
insects (Burns et al. 2008; Huemer et al. 2014) or rare spe-
cies (Hebert et al. 2004; Sinclair, Gresens 2008; Sweeney 
et al. 2011; Anderson et al. 2013; Jackson et al. 2014) and 
attempting to link different stages of insect development 
(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. The taxonomic identification of insects

The development of molecular phylogenetics has revo-
lutionised taxonomy. Numerous research studies show how 
the analysis of the mitochondrial cytochrome C oxidase I 
(COI) locus can challenge existing taxonomic boundaries. 
For the stag beetle family, DNA barcoding confirmed the 
differences between several Lucanus species and Lucanus 
cervus L. subspecies (Cox et al. 2013). Similarly, COI analy-
sis enabled the species of two groups of beetles from the Hy-
drophilidae and Scarabaeidae families to be distinguished 
(Monaghan et al. 2005). Based on mtDNA analyses, Jordal 
and Kambestad (2014) performed a taxonomic revision of 
two species of bark beetles, Pityophthorus micrographus L. 
and Pityophthorus pityographus Ratz. DNA barcodes have 
also been used to identify tropical butterflies of the genus 
Perichares (Lepidoptera, Hesperiidae). Since their first 
description in 1775, this group often included specimens 
that only superficially matched the described species. After 
mtDNA analysis, it turned out that some species are incor-
rectly assigned, and many of them belong to a complex of 
cryptic species (Burns et al. 2008). The correct assignment 
of specimens to a species, especially in the case of cryptic 
species, has important implications for taxonomic, evolutio-
nary and biodiversity studies, and their presence amongst 
pests also has economic consequences. 

DNA barcode analysis also allows ambiguities to be 
removed in determining species, resulting from the mor-
phological differences between representatives of different 
castes in the case of social insects, such as ants (Smith et 
al. 2008), or differences in the morphology of male and fe-
male species with high sexual dimorphism (Janzen 2005). 
mtDNA analysis is an important tool in nature inventorying 
and biodiversity protection, facilitating both the identifica-
tion of specimens living today as well as the description of 
taxa from museum collections, and, most importantly, it al-
lows these samples to be linked to reconstruct the history of 
species. The inventory project of the geometer moth family 
(Geometridae) in Costa Rica demonstrates the possibility of 
using DNA barcodes to describe new species (Chacon et al. 
2012). Caterpillars of five butterfly species – Opsiphanes 
quiteria Stoll, Opsiphanes tamarindi Felder, Opsiphanes 
bogotanus Dist., Opsiphanes invirae Hübner and Opsipha-
nes fabricii Boisduval – are very often encountered. A sixth 
species in the genus Opsiphanes, whose adult males are very 
similar to male specimens of the common O. fabricii, were 
identified as Opsiphanes cassina fabricii (DeVries 1987; 
Bristow 1991). An analysis of the DNA barcode of these 
species showed that O. cassina fabricii is a new species for 
Costa Rica, which, due to its morphological similarity to the 
common species, was overlooked until now.

The effectiveness of the DNA sequencing method in a 
selected, standard region of the genome to distinguish spe-
cies (Hebert et al. 2003, 2004) was initiated by international 
research programmes that resulted in the barcode libraries 
available in the international GenBank databases (Clark 
et al. 2016) and the BOLDSystems (Barcode of Life Data 
System) (Ratnasingham, Hebert 2007). In the first years of 
operation, 430,000 insect barcodes were collected, represen-
ting approximately 50,000 species (30% of all known spe-
cies) (Silva-Brandão et al. 2009; International Barcode of 
Life 2010b). Webb (2012) provided the largest set of DNA 
barcode data for water insects. He collected 4,165 sequen-
ces from the mitochondrial region of the COI subunit gene, 
representing 354 species of mayflies (Ephemeroptera) from 
Canada, Mexico and the United States. This allowed pre-
viously misidentified species to be corrected and extended 
knowledge about the levels of variation of the COI locus, 
both within and between species. Thanks to a project using 
DNA barcoding to prepare genetic and morphological keys 
to identify species of the Tanytarsini tribe of flies on Spits-
bergen and Bear Island (Stur, Ekrem 2011), DNA barcode 
libraries have been developed for all Arctic species. Tany-
tarsini is a large and diverse group of lake flies belonging 
to the Chironomidae family. The developed keys allow the 
identification of the Tanytarsini species’ larvae, pupae and 
finally metamorphosed specimens on Svalbard. 

3. Protection of endangered species

In the context of protecting endangered species, it is worth 
mentioning that the DNA barcode method has the additional 
advantage of allowing the use of only small anatomical frag-
ments instead of whole individuals (Svensson et al. 2009). 
This eliminates the need to obtain whole specimens, which 
is particularly important in the case of small populations. The 
flagship taxon of significance for the protection of inverte-
brates in Europe is the genus Osmoderma (hermit beetles), 
comprising a complex of four species, including Osmoderma 
barnabita Motsch. – strictly associated with old, hollow trees, 
which was intensively studied by Landvik et al. (2017). In 
the study cited above, the authors focused on explaining the 
phylogeographic structure of the east European population of 
O. barnabita, based on specimens from Latvia and Finland, 
as well as on previously published sequences and museum 
specimens. A sequence analysis of the mitochondrial COI 
gene has identified 26 closely related haplotypes whose diver-
sity decreases from south to north. The observed distribution 
of O. barnabita also pointed to the recent expansion of this 
species in eastern Europe. This knowledge has a huge impact 
on the protection and control of the species, which in Poland 
and in all other countries is legally protected. The problem 
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of identifying rare and endangered species also applies to the 
stag beetle family (Lucanidae). More than 90 species of the 
genus Lucanus have been described, but in many cases, the 
validity of isolating taxa is questionable. Sexual dimorphism 
and variability in body size as well as the lack of diagnostic 
phenotypic features in the larvae further complicate the sys-
tematics of Lucanidae. Their classification is changing and is 
under discussion. Recent studies (Cox et al. 2013) describe 
the seven species of Lucanus in the western Palearctic: Luca-
nus cervus L., Lucanus ibericus Mötsch., Lucanus orientalis 
Kraatz, Lucanus tetraodon Thungerg, Lucanus (Pseudoluca-
nus) barbarossa Fab., Lucanus (P.) busignyi Planet and Lu-
canus (P.) macrophyllus Kraatz; some of them are considered 
endangered. It is difficult to set specific conservation priorities 
without proper identification; therefore, Lucanus was used to 
analyse the 3′-end of the COI gene for identifying species and 
subspecies (Cox et al. 2013). The sequenced COI fragment 
distinguished several studied Lucanus species and alleged L. 
cervus subspecies. 

4. Control of forest tree pests

In an era of increased trade in wood and wood products, 
the risk of accidentally introducing alien insect species is 
increasing. Quick and correct identification is crucial to de-
tecting invasive alien species that may exhibit greater path-
ogenicity in areas beyond their range. Sequencing the mtDNA 
region of the COI gene region enabled a DNA barcode library 
of European beetles to be established, which includes Ips ty-
pographus L., Plagionotus detritus L., Rhagium inquisitor L., 
Rhagium mordax De Geer, Saperda scalaris L., Xylotrechus 
rusticus L., Peltis grossa L. and Protaetia sp. Similar projects 
were implemented in Finland (Pentinsaari et al. 2014) and 
Germany (Hendrich et al. 2015), presenting DNA barcodes 
for 4,330 species from northern and central Europe. Similar-
ly, the first DNA reference library was developed for about 
100 Agrilus species from the Northern Hemisphere based on 
three mitochondrial markers: cox1-5′ (DNA barcode frag-
ment), cox1-3′ and rrnL. All data, including sample images 
and geographic data (dx.doi.org/10.5883/DS-AGRILUS1), 
are available in barcode database format, which is thus far the 
largest collection of data for the identification of species from 
this genus. All of the more than 3,000 species of the genus 
Agrilus feed on parts of vegetation, causing serious damage to 
trees. Their quick identification is the first step in undertaking 
further protective measures. Molecular research can, therefo-
re, be an effective tool for controlling pests on a global scale. 
About 151 species of beetles, pests found in Europe and North 
America, have been identified using DNA barcodes, including 
Ips acuminatus Gyll. and I. typographus L. (Jordal, Kamber-
stad 2014). Therefore, DNA barcode analysis can serve not 

only as a new taxonomic tool but also as a standard system for 
quick identification and monitoring. 

The genus Xylotrechus (Coleoptera: Cerambycidae), re-
presented in Greece by four species, damaged olive tree plan-
tations in 2014. The pests Xylotrechus stebbingi Gahan and X. 
rusticus L. were identified based on morphological features in 
conjunction with the analysis of the DNA barcode (Levidara 
et al. 2018). 

Preventing the introduction of invasive alien species into 
forest ecosystems is a high priority goal for countries with 
extensive forest resources. Studying DNA barcodes within 
the family Erebidae (Lepidoptera) revealed intraspecies dif-
ferences between Lymantria dispar L., Lymantria mathura 
Moore and Lymantria sinica Moore (Stewart et al. 2016). To 
help identify these insects, a TaqMan® test kit was develo-
ped, which can identify all three L. dispar subspecies and 
five additional Lymantria species that threaten North Ame-
rican forests. The test suite is a ‘molecular key’ (analogous 
to a taxonomic key) and includes several parallel single and 
multiplex qPCR reactions. Each reaction uses a combination 
of primers and probes designed to distinguish taxa, enabling 
their rapid and accurate identification. Analysing molecular 
data can quickly identify an unknown sample, including the 
juvenile stages of insects. Successive studies confirm the 
high potential of COI barcodes to identify the larvae of the 
flat bark and longhorn beetle families: Cucujus cinnaberinus 
Scop., R mordax De Geer and R. inquisitor L. (Ziganshina 
et al. 2018). Using DNA barcodes in research also provi-
des the possibility to identify rare species and forest pests 
at various stages of development. Wu et al. (2017) applied 
an integrated approach not previously used, but which al-
lows the results to be cross-verified by simultaneous rearing 
larvae to the adult stage. The DNA barcodes generated in 
these studies supplement the data in the event of inadverten-
tly transported pests such as Saperda sp. and Xylotrechus sp.

5. Controversy about the usefulness of DNA 
barcodes 

The DNA barcode has many advantages that allow a 
large number of samples to be quickly identified even by 
non-experts. However, there is some controversy regarding 
the use of DNA barcodes in the classification system of orga-
nisms, both at the stage of specimen identification and in the 
discovery of new species (Meier 2008). The assignment of 
taxonomic names to unknown specimens is performed using 
DNA reference libraries and depends on the number of re-
presentatives of each species contained in the database. This 
process may be affected by errors when the samples contained 
in the library are incorrectly described or do not reflect the 
overall genetic diversity of the species. Therefore, the most 
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important factor determining the accuracy of species identi-
fication is the wealth of available barcode libraries (Ekrem 
et al. 2007). In fact, most identification errors are due to a 
lack of reference data (Virgilio et al. 2010). The identification 
of new species using DNA barcodes requires high accuracy 
and ceases to be effective when there is high genetic diver-
sity within a given species (Davis, Nixon 1992; DeSalle et 
al. 2005). The identification results may be adversely affected 
by heteroplasmy (Song et al. 2008), that is, the coexistence 
of several mitochondrial haplotypes in one individual, repor-
ted for many insects (Gellissen, Michaelis 1987; Bensasson 
et al. 2000; Brower 2006; Rubinoff et al. 2006; Magnacca, 
Brown 2010a, b). It is estimated that a quarter of the taxa of 
the described animals are not monophyletic (Funk, Omland 
2003), which may also be the source of errors in the analyses. 
Different species may also appear polyphiletic or paraphyletic 
because of incomplete sorting of mitochondrial DNA lines or 
introgression. Such situations are quite common (e.g. Kaila, 
Ståhls 2006; Burns et al. 2010; Žurovcová et al. 2010). The 
selection of appropriate statistical methods and interpretation 
of the results of genetic variation between specimens are also 
problematic. The development of algorithms for identification 
based on the DNA barcode is still a challenge in the field of 
bioinformatics. 

Despite these issues, Collins and Cruickshank (2013) 
were optimistic about the future of DNA barcoding because 
the advantages of the method outweigh its disadvantages. 
And identification itself based on DNA barcodes can be 
performed in two stages: initial identification using the COI 
barcode and detailed identification using additional molecu-
lar and morphological data for a specific group of insects. 

6. Summary

The importance of biodiversity research in forests is 
increasing, as exemplified by the implementation of large
-scale inventories of extensive forest complexes in selec-
ted forest districts and the Białowieża Forest. This is due 
to the need to know the number of species associated with 
forest ecosystems, which is crucial, amongst others, for 
the designation of valuable natural areas, sustainable fo-
rest management, determining its impact on biodiversity 
and understanding the causes of range changes, including 
the expansion or disappearance of certain species. Thus far, 
an overwhelming number of inventory studies have been 
conducted using traditional methods, that is, based on the 
taxonomic identification of morphological features, less 
often anatomical. Such research often encountered difficul-
ties with identification, the lack of specialists, the ability to 
include larger forest areas in the studies and the high costs 
of implementation. Molecular analysis techniques can help 

here. Sometimes it is the only method that can provide a 
clear result, for example, to distinguish between cryptic 
(twin) species or forms difficult to identify, such as larvae. 
Molecular techniques are also indispensable in the case of 
“difficult samples,” such as fragments of insect bodies rema-
ining in humus, based on which the parent species may not 
be able to be determined in the traditional manner. The DNA 
barcoding technique is now a common practice in suppor-
ting the identification and classification of living organisms 
(Hebert et al. 2003), because this code is the same at every 
life cycle stage of a specific organism for both sexes. Barco-
de sequences sent to databases are easily available and sub-
sequent analyses can be repeated by anyone. However, there 
are many taxonomical gaps in the databases. Many sequ-
ences or even entire genomes are available for intensively 
studied groups and model organisms, but the vast majority 
of species have no sequence data and are waiting to be de-
scribed (Sanderson et al. 2003). 
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