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Hinweis:

Aus dieser Dissertation wurden bereits einige Teilaspekte publiziert. Die einzelnen
Fragestellungen der vorliegenden Arbeit werden deshalb im Folgenden teilweise etwas
kursorisch dargestellt und Ubergreifend diskutiert. Fir eine detaillierte und umfangreiche
Darstellung der Literaturdiskussion, des Material- und Methodenteils sowie der Ergebnisse
wird in diesen Fallen auf die aus dieser Dissertation entstandenen Veroffentlichungen

verwiesen (siehe Literaturverzeichnis).
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1. Einleitung und Problemstellung

Das Erkennen und Begreifen der belebten Umwelt ist seit jeher kultureller Bestandteil des
modernen Menschen. Schon in der Steinzeit wurden die jagdbaren Tiere in Fels- und
Hohlenmalereien dokumentiert. Aristoteles versuchte eine systematische Ordnung bei den
damals bekannten und unterscheidbaren Organismen einzufuhren. Als Carl von Linné mit
seinem Systema Naturae der Auflage von 1758 das binominale Benennungssystem aus
lateinischem Gattungs- und Artnamen einflihrte, war die moderne Taxonomie geboren. Er
fuhrte die sog. “Merkmale“ ein, die die Arten voneinander abgrenzen, wenn sie sich in
mindestens einem davon konstant unterscheiden.

Lange war dies eine hinreichende Methode, den immer gro3er werdenden Wissensschatz
Uber die verschiedenen Tier- und Pflanzenarten zu benennen und zu klassifizieren, mithin

eine Systematik zu begrinden.

1.1 Neue Herausforderungen

In neuerer Zeit kam es einerseits zu dem Bewusstsein, dass mit der fortschreitenden
Umweltzerstérung und wegen der fehlenden Spezialisten die Gesamtheit der existierenden
Arten wohl nicht wissenschaftlich beschrieben werden kann, bevor der Artenschwund diese
dezimiert haben wird und viele von ihnen unwiederbringlich verloren sind. Andererseits
erschloss sich mit der Erfindung der primergebundenen Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
1986 (Saiki et al.) und der DNA-Sequenzierung durch farblich markierte Terminatoren ab
1977 (Sanger et al.) ein zusatzliches Merkmalsset, das spater im Hochdurchsatz
individuengenaue ldentifikationen ermdéglichte und damit das Erkennen von neuen und
bekannten Arten stark beschleunigte.

Die Molekulare Phylogenetik wurde in den spaten 1950er Jahren unter anderem von Charles
G. Sibley bei Vogeln, Morris Goodman bei Primaten, dann Allan C. Wilson und John C. Avise
mit diversen Arbeiten aus der Taufe gehoben und grundlegend gepragt. Heute gibt es kaum
eine Tier- oder Pflanzengruppe, die noch nicht molekulaphylogenetisch untersucht wurde
und die Ergebnisse in den einschlagigen Journalen (zum Beispiel Molecular Phylogenetics
and Evolution, Molecular Ecology) publiziert wurden.

Betrachtet man diese Arbeiten aus systematisch-taxonomischer Sicht fallt auf, dass sie oft
den taxonomischen Mindestanforderungen nicht genlgen. Die Probentiere, die fur die
Untersuchungen verwendet wurden, waren schlecht dokumentiert. Die Determination

erfolgte oft durch Molekularbiologen mit Hilfe von Bestimmungsschlisseln. Entsprechende
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Fehl- oder Falschbestimmungen konnten vorkommen. Die Probentiere wurden meist nicht in
Zoologischen Sammlungen hinterlegt, um die Bestimmung im Nachhinein zu verifizieren.
Oftmals wurden den Organismen nur Gewebeproben entnommen und sie wieder in die
Freiheit entlassen, ohne zumindest eine Fotografie angefertigt zu haben. Auch die
Fundortdaten konnten oft mangelhaft und nicht im Einklang mit den Richtlinien fur die
korrekte Bezeichnung von Sammlungstieren gewesen sein. Ebensolche Fehler konnten mit
der extrahierten DNA geschehen. Sie war den Organismen manchmal nicht mehr eindeutig
zuzuordnen oder gar, besonders bei kleinen Probentieren, aus mehreren von ihnen
gewonnen worden, die eventuell nicht einer einzigen Population angehdrten.

Weitere Fehlerquellen mochte die Probenauswahl fir phylogenetische Untersuchungen
bergen. Fehlte vielleicht die systematische Expertise des Untersuchenden, beruhte die
Probenauswahl oftmals auf gerade verflgbaren Individuen, und nicht auf phylogenetischen
Einheiten. Dadurch wurden unvollstandige Phylogramme errechnet, die zudem die wahren
Verwandtschaftsbeziehungen der Taxa zueinander verzerrt darstellen konnten.

Wenn o6kologisches Wissen Uber die zu untersuchende Gruppe fehlte, war auch eine a
posteriori — Uberpriifung der Ergebnisse auf ihre Plausibilitat hin nicht moglich. Kryptische
Arten waren Ubersehen, bivoltine Taxa und solche mit stark ausgepragtem Dimorphismus
nicht hinreichend berlcksichtigt worden. Es bestand die Gefahr, die genetischen

Unterschiede pauschal zu werten und biologische Artgrenzen nicht zu erkennen.

1.2 LOsungsansatze

Diese Ausgangssituation war die Grundlage fur Uberlegungen, wie die klassische
Taxonomie mit der Molekularen Phylogenetik verbunden werden kdnnte. Eine neue Form
der Synthese zweier Disziplinen sollte erarbeitet werden, die den Erkenntnisgewinn deutlich
steigert und die Taxonomie auf phylogenetisch-systematische Grundlagen bezieht. Es sollte
eine neue Prazision in der Determination, Dokumentation und der genetischen Analyse unter
Einbeziehung der biologischen Charakteristika der Untersuchungsobjekte und dem
Nachvollziehen der abgeleiteten Erkenntnisse erreicht werden.

Das Ziel dieser Arbeit ist es daher, anhand einer groRangelegten Studie darzustellen, wie
eine integrative Form der Systematik aussehen kann, wenn die als DNA-Taxonomie
bezeichnete Definition von Populationen aufgrund &hnlichen Genotyps unter Beibehaltung
des traditionellen Linné-schen Systems mit Erkenntnissen der Biologie, Okologie und
Phylo(geo)graphie verschmolzen werden.

Es wird in dieser, auf Insekten bezogene Fallstudie gezeigt, welches Potential in der
integrativen Verwendung traditioneller Methoden und neuer Prozesse steckt, das

Arteninventar mit einer neuen Prézision zu definieren. Es wird eine neue, nicht-invasive
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Methode der DNA-Gewinnung vorgestellt, bei der die Gewebeteile, die bei der klassischen
Genitalpraparation anfallen, zur Gewinnung der DNA verwendet werden.

Die DNA-Daten einer Dungfliegengattung werden beispielhaft einer Sensitivitdtsanalyse
unterzogen, um die taxonomische Auflosungsqualitéat verschiedener genetischer Marker und
deren Auswerteverfahren gegeneinander zu testen. Dabei werden wichtige Erkenntnisse
gewonnen, die auch bei anderen Gruppen Verwendung finden.

Die unterschiedlichen Aspekte der integrierten DNA-Taxonomie werden in der vorliegenden
Dissertation anhand verschiedener Beispiele bei Fliegen, Kafern und Schmetterlingen
untersucht, wozu wissenschaftliche Erstbeschreibungen, Re-ldentifikationen, Phylogenien

und Okologische Anwendungen vorgenommen wurden.

2. Theoretische und methodologische Grundlagen

2.1 Die Historie der Molekularen Analysen

Die Geschichte der Genetik beginnt vor knapp 150 Jahren, als Gregor Johann Mendel 1866
die Mendelsche Abstammungslehre veroffentlichte, und der Entdeckung der Struktur der
DNA durch Watson & Crick 1953. Die Genetik entwickelte sich rasch weiter und fand im 20.
Jahrhundert als molekulare Evolution Einzug in die Evolutionsforschung. Erst in den 1950er
Jahren wurden immunologische Vergleiche fir evolutiondre Fragestellungen verwendet,
dann Protein-Elektrophorese und chromatographische Aminoséure-Auftrennungen. Eine
Weiterentwicklung war die DNA-DNA — Hybridisierung. Seit den 1970er Jahren erlebte die
DNA-Sequenzierung ihren Siegeszug. Durch die Entwicklung von statistischen Algorithmen
konnten die erhaltenen Protein- und DNA-Sequenzen fiir phylogenetische Analysen
verwendet und damit evolutive Verlaufe nachgezeichnet werden.

Der Durchbruch fur die breite Anwendung der DNA-Sequenzanalyse erfolgte 1977, als
Sanger et al. die Methode der Sequenzierung mittels fluoreszenzmarkierter Dye-
Terminatoren entwickelten und 1987 entsprechende DNA-Sequenzierautomaten auf den
Markt kamen, und die Erfindung der Polymerase Kettenreaktion durch Karry B. Mullis 1983,
mit der die Vervielfaltigung von DNA im Labor mdglich wurde (Saiki et al. 1985, 1988).

Die anfangs systematisch-phylogenetisch orientierten Arbeiten lieferten bahnbrechende
Erkenntnisse, wie beispielsweise die Ergebnisse von Woese & Fox (1977), die mit 16S
rRNA-Sequenzanalysen eine sehr alte Aufspaltung der Prokaryonten entdeckten und
daraufhin diese Gruppe in Archaebakterin und Eubakterien teilten. Spéter postulierten sie
aufgrund dieser molekularen Ergebnisse die drei Ur-Reiche Bacteria, Archaea und Eukarya

(Woese et al. 1990). Seitdem ist eine Vielzahl von phylogenetischen Untersuchungen
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publiziert worden, die sich auch mit den Insekten befassen. Beispielhaft sei hier auf die
Arbeiten von Friedrich & Tautz (1995) hingewiesen, die mit der Analyse der 28S rRNA die
GroR3phylogenie der Insekten zeigen konnten und die Arbeit von Weller und Pashley (1995),
die die Abstammung der Schmetterlinge ergriindeten.

Innerhalb der Faunistik ergaben sich weitere Anwendungsgebiete der Molekularbiologie
(RFLP, Mikrosatteliten, SSCP, RAPD; Ubersicht bei Gerstmeier & Sedimair 2004). Es
zeichnete sich aber bald ab, dass die prazise systematische und taxonomische
Determination der Untersuchungsobjekte eine unabdingbare Voraussetzung fir die korrekte
Stammbaumrekonstruktion ist, wie es auch die Auswahl der geeigneten Genabschnitte ist.
Bei Laufkéfern der Gattung Carabus beispielsweise erfolgten die ausgekligelten
genetischen Analysen auf Populationsebene, um die Untersuchungsergebnisse hinsichtlich
Speziationsereignissen, Hybridisierungen und Populationsstrukturen in die Taxonomie
einflieRen zu lassen (Boge et al. 1994; Gerstmeier et al. 1998; SedIimair et al. 2000) und
damit die Phylogenie der h6heren Taxa auf eine solide Basis zu stellen.

Ein Manko der meisten der phylogenetischen Untersuchungen war lange, dass die Autoren
es versaumten, ihre Ergebnisse direkt in die Taxonomie einflieBen zu lassen und die
entsprechenden nomenklatorischen Anderungen zu vollziehen. Hewitt et al. lieferten dafiir
erst 1991 einen Leitfaden, in dem sie die Anwendung molekularer Techniken in der

Taxonomie darstellten.

2.2 Die DNA-Taxonomie

Der Begriff der DNA-Taxonomie wurde im Jahr 2002 von Tautz und Kollegen zunéachst als
Idee, dann in einem ausgearbeiteten Konzept der wissenschaftlichen Gemeinschaft
vorgestellt (Tautz et al. 2002, 2003). Grundlage dafiir war, dass das Wissen der traditionellen
Taxonomen in demselben Male verloren ging, wie es mit dem Aufleben der
Biodiversitatsforschung vonnéten gewesen war. Es ging also zunachst um ein
Nachwuchsproblem, dem eine immer grof3er werdende Nachfrage nach taxonomischer
Expertise gegenuberstand. Dazu kam die von Lee (2002) festgestellte ,Anarchie der
Taxonomie®. Diese Kritik bezog sich auf die Tatsache, dass taxonomische Publikationen
oftmals in schwer zugénglichen, kleineren, oft lokalen Organen erscheinen, die zudem
teilweise den Grundsatzen der ,guten wissenschaftlichen Praxis® nicht genligen. Bis heute ist
es eine Schwierigkeit fur Alpha-Taxonomen, Art-Neubeschreibung in hoherwertigen,
internationalen wissenschaftlichen Journalen publizieren zu kénnen, ohne gleichzeitig eine

grol3 angelegte (phylogenetische, molekularbiologische etc.) Studie unternommen zu haben.
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Das Konzept der DNA-Taxonomie von Tautz und Kollegen (2003) lautet wie folgt: ,Von
einem gesammelten Individuum wird eine Gewebeprobe entnommen und die DNA daraus
extrahiert. Diese DNA dient als Referenzprobe, von der ein oder mehrere Genorte mittels
PCR amplifiziert und sequenziert werden. Die resultierenden Sequenzen sind, in erster
N&aherung, ein Identifikationsmerkmal der Art, zu dem das entsprechende Individuum gehort.
Diese Sequenz wird mittels geeigneter Datenbanken zusammen mit der Artbeschreibung
und anderer entsprechender Information verfugbar gemacht. Die Sequenz dient nun,
zusammen mit dem Typenexemplar und der zugehotrigen DNA-Probe, die in Sammlungen
hinterlegt werden, als ein Standard fir zukiinftige Uberpriifungen. Sobald eine signifikante
Sequenz-Datenbank aufgebaut wurde, konnen neue Sequenzen gegen die bereits
existierenden gepruft werden, um Re-ldentifikationen einer Art zu ermdglichen, oder um
herauszufinden, ob eine Art-Neubeschreibung noétig ist. Diese Datenbank soll aber auch
dazu dienen, die taxonomische Identitdt von Proben zu klaren, die von Larvalstadien
stammen, oder bei der Bestimmung von Artefakten dienen, bei denen Teile von gefahrdeten
Tieren verarbeitet wurden usw.” (Tautz et al. 2003, Ubers. d. Verf.).

Die DNA-Taxonomie stiitzt sich auf das bewahrte Artnamensystem von Linné und ist in hm
verankert. Allein die Tatsache der Gattungsnamen-Anderungen z. B. bei Revisionen ist ein
Manko, dem die DNA-Taxonomie mit der DNA-Sequenz als Referenz fir eine Art begegnen
mochte. Dabei ist der einmal vergebene Arthamen durch die Sequenz fur immer auffindbar,
und taxonomisch-systematische Erkenntnisse Uber die Eingruppierung der Art in hohere
Taxa werden unter diesem Eintrag aufgefunhrt.

Konsequenterweise werden von Tautz et al. (2003) DNA-Sequenzen von jeder Art gefordert,
insbesondere von neu zu beschreibenden Arten. Aber auch die Einbeziehung von bereits
bekannten Arten wird ausfuhrlich beschrieben, wobei gerade hier nochmals auf die wertvolle
und unverzichtbare Expertise der Taxonomen und deren Mitwirkung an dem neuen System
eingegangen wird. Hier sollen kleinere Anpassungen des Internationalen Codes der
Zoologischen Nomenklatur (ICZN) erfolgen, die es ermdglichen, DNA-Neotypen zu
designieren, aus denen die Referenzsequenz flir bereits bekannte Arten erhoben werden
kann, wenn dies aus dem original-Typus nicht mehr méglich ist.

Zoologische Sammlungen spielen eine zentrale Rolle in der Infrastruktur der DNA-
Taxonomie. Hier sollen die Individuen aufbewahrt, die Gewebesammlungen kuriert und die
DNA-Extraktionen und Sequenzierungen durchgefuhrt werden. Der Leihverkehr der
Referenz-DNA wird dort ebenso abgewickelt, wie das tracking der Proben und die Wahrung
der Interessen des Ursprungslandes, aus dem die Probe stammte, vor allem dann, wenn
sich ein kommerzieller Wert einer Probe abzeichnet.

Uber die zu verwendenden Genorte herrscht kein Zwang: Tautz und Kollegen wissen, dass

verschiedene Genorte fir unterschiedliche Fragestellungen ungleich gut geeignet sind.

-14 -



DNA-Taxonomie in der Entomologie Dissertation Michael A. Miller

Deshalb wird kein einzelnes Standard-Gen vorgeschlagen, sondern fur die Evaluierung
verschiedener Genorte pladiert, wobei insbesondere auf die Eignung der grol3en
Untereinheit der ribosomalen DNA (rRNA, auch 28S rRNA genannt) eingegangen wird, da
sie konservierte, flankierende Bereiche enthalt, wo man in den meisten Féllen mit
Standardprimern arbeiten kann, und hochvariable zentrale Bereiche enthélt, die artgenaue
Identifikationen ermdglichen. Auch ihre hohe Kopienzahl in den Zellen macht sie geeignet fur
Sequenzanalysen.

Dass die Referenzsequenzen in erster Linie als Identifikationsmerkmal dienen sollen, aber
auch fur phylogenetische Fragestellungen verwendet werden kdnnen, mindestens aber eine
Anfangshypothese fir phylogenetische Verwandtschaftsverhaltnisse liefern konnen, stellen
Tautz et al. (2003) heraus. Sie betonen aber auch, dass eine eigene Datenbank fiir die DNA-
Taxonomie geschaffen werden muss, die sich deutlich von den in der damaligen Form
existierenden Sequenzdatenbanken des EBI und NCBI unterscheidet. Dort wurden zu
diesem Zeitpunkt namlich keine taxonomischen Informationen und keine Uberpriifungen der
korrekten Artbestimmung der sequenzierten Proben durchgefuhrt. Mittlerweile wurde diesen
Anforderungen Rechnung getragen und beispielsweise ein ,Taxonomy-Browser*
implementiert, der mit den Sequenzeintrdgen verbunden ist. Und bei neuen
Sequenzeintragen werden der Bestimmer der Art, von der die Sequenz stammt, und die
Fundortdaten abgefragt.

Diese Infrastruktur aus Museum, Labor und Datenbank sollte von jedermann weltweit
genutzt werden kdnnen, um ginstig an Sequenzinformation zu gelangen, sei es durch
eigene Einsendungen von Proben, oder durch Anforderung von Referenz-DNA-Aliquots,
oder durch Abfrage von Informationen zu einer bestimmten Art, inklusive der DNA-Sequenz.
Damit ware die Taxonomie offener, freier zuganglich, und einer Qualitatskontrolle

unterzogen.

Diese Vorstellung erfuhr teils zustimmende, teils strikt ablehnende Kommentare (Blaxter
2004, Lipscomb et al. 2003). Gerade die stark morphologisch orientierten Teilgebiete der
Systematik und Taxonomie lehnten dieses Konzept ab, weil sie ihre Profession in Gefahr
sahen und die Genetik als Uberbewertet betrachteten. Im weiteren Verlauf etablierte sich die
DNA-Taxonomie dennoch immer weiter, wobei die vollumféngliche Umsetzung bis heute
aber noch nicht erfolgt ist. Der zentrale Punkt hingegen, namlich die Integration der DNA in
Artbeschreibungen und Art-Identifizierungen gehdrt immer mehr zum Standard, bei dem die
Beschreibung des Organismus nach seinem AuReren beibehalten wird, die DNA aber zum
wichtigsten Merkmalssatz fir die Artdefinition erhoben ist. Damit wird zugleich die
morphologische Charakterisierung einer Art einem Qualitatstest unterworfen, namlich, wie

prézise ein Taxon morphologisch von seinem Na&chstverwandten verschieden ist. Im
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Endeffekt ist damit eine zentrale Forderung Hennigs erflllt, der das Prinzip der
wechselseitigen Erhellung einfuhrt (Hennig 1966). Damit ist gemeint, dass man sich im
Erkenntnisprozess der Wissenschaft in den verschiedenen Disziplinen und Teilgebieten
Einzelergebnisse erarbeitet, die im Zusammenspiel den gré3itmdglichen Erkenntnisgewinn
liefern.

Abzugrenzen von der DNA-Taxonomie ist das DNA barcoding (Hebert et al. 2003a, b; 2005).
Hierbei geht es darum, mittels eines kurzen DNA-Abschnitts, des ,barcodes®, eine Art zu
identifizieren. Der dazu verwendete Abschnitt liegt am 5-Ende des mitochondrialen COI-
Gens und ist 658 bp lang. Aller (zum Teil berechtigten) Kritik zum Trotz (Lipscomb et al.
2003, Sperling 2003a, Will & Rubinoff 2004, Meyer & Paulay 2005, DeSalle et al. 2005, Will
et al. 2005, Brower 2006) wird das Barcoding-Verfahren, ausgehend von Hebert's
Arbeitsgruppe in Guelph, Kanada, mittlerweile weltweit angewendet, um barcode-Inventare

zu etablieren (FishBase, AllLeps, AllBirds etc.).

2.3 Der Artbegriff

Eine zentrale Rolle spielt der Artbegriff. Dem biologischen Artbegriff (Mayr 1942) steht der
phylogenetische Artbegriff gegenlber. Weitere Artbegriffe stellen oft nur Abwandlungen
dieser beiden Konzepte dar und werden hier nicht weiter diskutiert. Die Definition des
biologischen Artkonzepts lautet: ,Eine Art ist eine Gruppe von nattrlichen Populationen, die
tatsachlich oder theoretisch miteinander kreuzbar und reproduktiv von anderen solchen
Einheiten getrennt sind“ (Mayr 1942). Er grenzt davon den typologischen Artbegriff ab, bei
dem eine Art durch einen Vertreter (Typus) einer Population definiert wird.

Das biologische Artkonzept erlaubt intraspezifische Einheiten, wie z.B. Unterarten (Mayr &
Ashlock 1991). Sie bestehen aus ahnlichen lokalen Populationen einer Art, die zusammen
ein Kontinuum bilden. Unterarten werden meist dann eingefiihrt, wenn es einen graduellen
geographischen Wandel der phanotypischen Merkmale gibt. Sie sind geographisch getrennt
(allopatrisch), aber zumindest theoretisch fertil kreuzbar (Mayr 1982). Die Errichtung von
Unterarten ist demnach ein Weg, der unubersichtlichen Beschreibung einer Vielzahl von
Arten, die sich nur minimal unterscheiden, zu begegnen (Cracraft 1983).

Das phylogenetische Artkonzept hingegen bezeichnet eine Art als ,die kleinste erkennbare
Gruppe von einzelnen Organismen, bei denen es ein Muster von Herkunft und Abstammung
gibt* (Cracraft 1983). Das bedeutet, dass phylogenetische Arten eine jeweils einzigartige
Kombination von anzestralen und erworbenen Merkmalen besitzen. Ausgeschlossen sind
dabei artspezifische Merkmale, die sich auf das Geschlecht, das Lebensstadium und

anderbare Farberscheinung beziehen. Es gibt einen reproduktiven Zusammenhalt innerhalb
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der Art, aber keinen Bezug zu reproduktiver Isolation zwischen den Arten. Bei diesem
Artkonzept sind Unterarten nicht vorgesehen, sondern diese Taxa werden als Art betrachtet,
wenn sie sich durch die Kombination von diagnostischen Merkmalen auszeichnen.
Zugelassen wird aber auch hier eine gewisse Variationsbreite der Merkmale vor allem dann,
wenn diese nicht artcharakteristisch sind. Beim phylogenetischen Artkonzept gelten
allopatrische Populationen dann als Arten, wenn sie diagnostizierbar sind und man
annehmen kann, dass sie gemeinsame Vorfahren hatten (siehe auch Brammer 2002).

Die Frage, wie morphologisch und biologisch unterscheidbare Arten auch genetisch
unterschieden werden kdnnen, bearbeiteten beispielsweise Blaxter et al. (2006). Sie fanden
eine Artgrenze bei ca. 2% Sequenzdivergenz im untersuchten COI-Gen bei Tardigrada in
einer empirischen Studie. Theoretische Untersuchungen mit Crustaceen-Sequenzen aus
GenBank von Léfebure et al. (2006) hingegen postulierten eine weitaus gréf3ere genetische
Distanz zwischen den Arten (14%). Diese Ergebnisse wurden aber von Oliveira Biener et al.
2010 bezweifelt, da sie in einer empirischen Studie einer Borstenkrabben-Gattung weit

geringere Werte fanden, die zudem mit konstanten morphologischen Merkmalen korrelierten.

Die wissenschaftliche Beschreibung einer Art ist in jedem Fall als Hypothese zu betrachten,
die vor dem Hintergrund der o. g. Artdefinitionen verifiziert werden muss. Wird eine neue Art
in der Wissenschaft als solche anerkannt, spricht man von einer validen Art. Der Artstatus
kann angezweifelt werden, wenn sich die Abgrenzungsmerkmale nicht als konstant erweisen
und mit der nachstverwandten Art ein Merkmalskontinuum hergestellt werden kann.

Da die Evolution ein fortlaufender Prozess ist, beobachtet man zu einem gegebenen
Zeitpunkt eine Vielzahl von Zustanden der Speziation bei den verschiedenen Organismen
der belebten Umwelt. Aufgabe der Taxonomie ist es, diese Organismen den verschiedenen
phylogenetischen Einheiten auf ihrem korrekten Speziationsniveau zuzuordnen und sie zu

benennen, um sie fir Wissenschaft und Menschheit ansprechbar zu machen.

2.4 Vorstellung der untersuchten Themenkomplexe

Die Methoden der DNA-Extraktion waren seit jeher einer steten Entwicklung und
Verfeinerung unterworfen. Wurden anfangs grof3e Gewebeteile bestimmter Organe oder
ganze Insekten fur die Extraktion verwendet (Maniatis et al. 1982), kam man mit verfeinerten
Methoden auch mit weniger Ausgangsmaterial aus. So wurden Methoden beschrieben, wie
beispielsweise aus kleinen Sticken von Schmetterlingsfligeln genigend DNA extrahiert
werden konnte, um verschiedene nukledre und mitochondriale Genabschnitte mittels PCR

amplifizieren zu kénnen (Rose et al. 1994). Mit dem Einzug der Sequenzanalyse in die
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entomologische Forschung zur Aufklarung von Verwandtschaftsbeziehungen wurden die
Museen als Reservoir potentieller Untersuchungskandidaten interessant, weil die
Beschaffung frischen Materials oft mit grof3em Zeit- und Geldaufwand verbunden ist, oder
die entsprechenden Taxa verschollen sind. Die Verwendung von Sammlungsmaterial zur
Sequenzanalyse ist aber nicht trivial: Enzymatische Prozesse bewirken einen Zerfall der
DNA, die Trocknung der Insekten war vielleicht nicht hinreichend schnell, oder sie wurden
zur Praparation wieder aufgeweicht. Zu dem kommt die Tatsache, dass es nicht erwiinscht
ist, von Sammlungsmaterial Gewebeproben zu entnehmen und damit das Sammlungsobjekt
zu beschéadigen.

Im Themenkomplex ,,DNA-Extraktion“ wird eine neuartige Methode vorgestellt, die ein
Ausweg aus diesem Dilemma ist. Ausgangspunkt ist die Verwendung der Gewebeteile, die
bei der Mazeration des Abdomens anfallen, wenn ein morphologisches Genitalpraparat
angefertigt wird. Wenn diese Mazeration enzymatisch, und nicht wie vorher mit Kalilauge
durchgefiuhrt wird, kann in einem Arbeitsschritt die DNA gewonnen UND ein morphologisches
Dauerpraparat angefertigt werden. In der Veréffentlichung von Knélke, Erlacher, Hausmann,
Miller & Segerer (2005) wird dieses neu entwickelte Verfahren vorgestellt und die Prozedur

eingehend beschrieben.

Der Themenkomplex ,Analyseverfahren“ behandelt ein weiteres, lange bekanntes
Phanomen: Unterschiedliche Genabschnitte evolvieren unterschiedlich schnell. So miussen
die fur die jeweilige Fragestellung passenden Genabschnitte gefunden werden, welche die
maximale Aussagekraft erlauben. Anhand eines Beispiels aus der Dipterenforschung
(Laamanen, Meier, Miller, Hille & Wiegmann 2005) wird gezeigt, dass bei verschiedenen
Analyseverfahren verschiedene Gene oder Abschnitte davon eine charakteristische
Auflosungskraft in unterschiedlichen phylogenetischen Niveaus besitzen. Dazu wurde die
Familie der Dungfliegen (Fam. Sepsidae) ausgewdahlt, um mit mehreren Markern eine
Phylogeniehypothese zu erarbeiten. A posteriori konnte dann der Beitrag der einzelnen
Genabschnitte zur Aufldsung des Stammbaums berechnet werden. Es zeigte sich, dass das
mitochondriale Gen der Cytochromoxidase (COI), hier der ersten Untereinheit, eine sehr
gute Auflosungskraft bei den systematischen Niveaus Populations- bis Gattungsebene
aufweist. Demgegenuber werden tiefere phylogenetische Verzweigungen auf Familienebene
besser mit DNA-Sequenzen des Gens Elongation factor 1a aufgeldst. Die Fragestellung
entscheidet also Uber die Wahl des Genabschnittes, der verwendet werden soll.

Die Phylogenetische Auswertung der Sequenzdaten erfolgt gegenwartig standardmallig mit
Parsimonie- und Likelihood-Verfahren. Letztere und Bayesianische Analysen erlauben,
Sequenzspezifika in die Berechnungsalgorithmen zu integrieren um damit die

Wabhrscheinlichkeit des Ergebnisses der Stammbaumrekonstruktion zu erhdhen. Fir
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Artabgrenzungen ist hingegen die schiere Untersuchung auf Ahnlichkeit von zwei
Sequenzen notwendig (s.u.). In der Morphologie findet, auRer der strikten Gleichgewichtung
aller Merkmale, auch eine Form der Sensitivitdtsanalyse mit nachfolgender
Individualgewichtung der Merkmale Anwendung. In der vorliegenden Untersuchung wird
gezeigt, dass eine Sensitivitdtsanalyse auch bei molekularen Datensatzen vorteilhaft ist und
die Stabilitat der erhaltenen Stammbaumrekonstruktion erhdht. Es ist sinnvoll, Sequenzen
nicht von einem Computerprogramm alignen zu lassen, sondern dies manuell zu tun.
Deletionen (,Indels) werden besser als funftes Merkmal denn als fehlendes Merkmal
behandelt (Hillis et al. 1996), und bei proteincodierenden Genen ist es besser, alle
Positionen gleich zu behandeln, als die dritten Positionen abzuwerten (von Haeseler &
Liebers 2003).

Themenkomplex ,,Neubschreibungen®: Arten werden in der Forschung erst greifbar, wenn
sie wissenschaftlich beschrieben sind. Die Regeln, wie eine Neubeschreibung gestaltet
werden muss, um als gultig anerkannt zu werden, sind im Internationalen Code fir
Zoologische Nomenklatur (ICZN) dargestellt. Grundlage ist das von Linné eingefiihrte, seit
Uber 250 Jahren gultige System der binominalen Nomenklatur, also der Kombination von
Gattungs- und Artnamen. Neue Arten muissen sich, um von anderen (bekannten)
unterschieden werden zu konnen, von ihrem Na&achstverwandten in mindestens einem
konstanten Merkmal unterscheiden (Mayr 1969). Zur Zeit der Einfuhrung dieses Systems
standen den Taxonomen hauptsachlich  morphologische  Merkmalssatze als
Charakterisierungsgrundlage von Artbeschreibungen zur Verfigung. Mit der DNA-
Sequenzanalyse wurde ein neues Merkmalsset verfligbar, das sich anbot, ebenfalls als
Charakterisierungseinheit in die Artdiagnose einbezogen zu werden.

Erste Anwendungsbeispiele bei Insekten waren Untersuchungen zu Artkomplexen und
Zwillingsarten, wie etwa von Kambhampati et al. 1996, die mitochondriale
Sequenzabschnitte zur Diskriminierung von zwei Schwesterarten von Schaben verwandten
und diese DNA-Sequenzen als Merkmale in die Artbeschreibung einbauten.

In eigenen Untersuchungen (Buchsbaum & Miller 2002, Speidel, Buchsbaum & Miller 2005)
wurde nachgewiesen, dass neben der Morphologie auch die DNA-Sequenzen der als
Referenzproben festgelegten Typenserie einer gewissen Variationsbreite unterliegen, die
sinnvollerweise in der Erstbeschreibung definiert werden sollte. Dazu ist es notig, von
moglichst vielen der als Paratypen festgelegten Individuen DNA-Sequenzdaten zu erheben
und sie auf Variationen zu untersuchen. Das Ergebnis ist, neben der DNA-Sequenz des
Holotypus, eine Matrix mit variablen Positionen innerhalb der Typenserie, die (1) einen
Einblick gibt in die Variationsbreite der neuen Art, und (2) die variablen Stellen deutlich

werden lafdt, die in dieser Art zu erwarten sind. Letzteres ist besonders dann von Interesse,
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wenn die DNA-Sequenz als ldentifizierungswerkzeug dienen soll, um falsch-negative
Befunde auszuschlieRen.

Ein zuséatzlicher, sehr wichtiger Aspekt ist die notwendige Einordnung der neuen Art in die
bereits bekannten Arten einer Gattung nach dem Grundsatz: es gibt keine Taxonomie ohne
Phylogenie. Mit den DNA-Sequenzdaten lassen sich phylogenetische Kladogramme
errechnen, die die Einordnung und die Verwandtschaftsverhaltnisse der neuen Art
offenbaren (Hausmann, Miller, Leipnitz & Blasius 2007). Dieses Verfahren kann im
Umkehrschluss dazu verwendet werden, eine zuséatzliche Abgrenzung einer neuen Art
gegen bereits bekannte auch auf genetischer Ebene darzustellen.

Diese Art der Verwendung von DNA-Sequenzanalyse stellt eine Weiterentwicklung der
urspringlichen Idee der DNA-Taxonomie dar, die das binominale System durch reine DNA-
Sequenzen ersetzen wollte, um diesen alle weiteren Merkmale der Art unterzuordnen.
Dieses Verfahren hatte aber zur Folge, dass die Organismen zunachst keine Namen mehr
bendtigten, sondern Uber die schiere Abfolge der DNA-Sequenzbausteine A, T, C und G
(Adenin, Thymin, Cytosin und Guanin) definiert werden. Da es dem menschlichen Wesen
aber mehr entspricht, der (belebten) Umwelt aussprechbare und einprdgsame, auch
bedeutungsvolle Namen zu geben, stie3 dieser Ansatz auf Widerstdnde (z.B. Sites et al.
2003, s.0.). Daraufhin entwickelte sich die DNA-Taxonomie dahingehend weiter, das
binominale System beizubehalten oder, wo noch keine Erstbeschreibung vorlag,
Interimslésungen einzufiihren, wie beispielsweise sog. OTUs (Operational Taxonomic Units),
und die neuen Arten auf DNA-Sequenzebene demnach als MOTUs (Molecularly defined
Operational Taxonomic Units, Blaxter et al. 2005) zu bezeichnen.

Eine besondere Stellung hat die DNA-Sequenzanalyse in Bereich der Abgrenzung von Arten
gegeneinander und der Analyse der Verwandtschaftsverhaltnisse dieser Arten zueinander.
Hierzu wurden im Themenkomplex , Artabgrenzungen/Phylogenie®“ einige Arbeiten
durchgefiuhrt, wobei hauptséchlich Untersuchungen an Lepidoptera ausgewahlt wurden.
Insbesondere bei den Pieriden der Gattungen Euchloe, Elphinstonia und Anthocharis
konnten mittels DNA-Sequenzanalyse erstmals die bekannten Taxa molekular definiert und
die Taxonomie aktualisiert werden. Dabei wurde die deutliche Verschiedenheit einer
Artengruppe gefunden, die mit der Nominatform Euchloe tagis in die neu errichtete Gattung
Iberochloe Back, Knebelsberger & Miller, 2008 tberfuhrt wurde.

Das grundséatzliche Problem bei auf Gattungsebene gut definierbaren Arten ist es, die
Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb dieser Gattung rein morphologisch aufzuklaren. Mit
der DNA-Sequenzanalyse ist es moglich, die genetischen Distanzen der Arten zu bestimmen
und daraus einen Baum zu konstruieren, der diese Distanzen veranschaulicht (Back,
Knebelsberger & Miller 2006a, b). In einigen Féllen, wenn diese Darstellungsform nicht

aussagekraftig genug ist, bietet sich die Darstellung der genetischen Verhdltnisse als
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Netzwerk an (ten Hagen & Miller 2010), da hier die Beziehungen der Individuen zueinander
als patristische Distanzen dargestellt werden und Querbeziehungen dargestellt werden
konnen. Damit werden die genetischen Abstdnde und theoretische Zwischenschritte (d.h.
Taxa, die nicht beprobt wurden oder nicht mehr existent sind) verdeutlicht, die die Taxa
voneinander unterscheiden.

Aus den o0.g. Untersuchungen konnte abgeleitet werden, dass es Abweichungen von der
postulierten 2%-Regel gibt: Sperling legte 2003(b) fest, dass bei untersuchten Papilioniden
der Gattung Papilio der genetische Unterschied zwischen den Arten bei etwa 2% liegt.
Hebert et al. fanden 2004, dass die bislang einzige Art Astraptes fulgerator in Wirklichkeit
aus zehn Arten besteht und l6sten dies mittels DNA-barcodes (einem Teilfragment des
mitochondrialen COI-Gens) auf. Daraufhin fanden sie auch deutliche morphologische
Unterschiede bei den Raupen der postulierten Arten. Bei den eigenen Arbeiten wurde
deutlich, dass untersuchte Pieriden weitestgehend mit dieser 2%-Regel Ubereinstimmen,
wobei fir einige Arten dadurch deren Status erst untermauert wurde. Dahingegen scheint es
sich bei Lycaeniden der Gattung Callophrys (ten Hagen & Miller 2010) anders zu verhalten:
die 2%-Regel greift hier zu kurz und vermag es nicht, zuverlassig die bekannten Morphen,
die auch phénologisch nicht leicht zu determinieren sind und fir die verschiedene, auch
ethologische Merkmale vorgeschlagen werden, voneinander zu trennen und sie zu
identifizieren. Auf diesen Umstand hatten schon Wiemers & Fiedler 2007 hingewiesen, die
daraufhin von einer ,Barcoding-Lucke" sprachen.

Bei all diesen Arbeiten war es essentiell, dass innerhalb einer Gattung alle rezenten Arten in
die Analysen einbezogen wurden. Das verwendete mitchondriale Gen COI I6st auf dieser
systematischen Ebene die Distanzverhaltnisse sehr gut auf, ist aber anféllig gegeniber
phylogenetisch zu nahe stehenden paraphyletischen Aussengruppenvertretern. DNA-
Sequenzen mittlerer Divergenz (p=0,05-0,10) bergen die Gefahr, dass sie innerhalb der
Innengruppe clustern und das eigentliche Geflige zerstoren.

Um diesen Effekt auszuschlie3en, ist mehr Sequenzinformation vonnéten. In der Studie Uber
Schwimmké&fer der Gattung Rhantus (Balke, Ribera, Miller, Hendrich, Sagata, Posman,
Vogler, & Meier 2009) wurden deshalb weitaus mehr Genorte untersucht, um die
Verwandtschaftsverhaltnisse in  einer grolRangelegten phylogenetischen  Analyse
herauszuarbeiten. Diese Schwimmkafergattung ist weltweit verbreitet, wobei der Ursprung
bislang unklar war. Durch die Resultate konnte Neu Guinea als Entstehungsort der
ancestralen  Rhantus-Arten  detektiert ~werden und davon ausgehend ein
Besiedelungsszenario entwickelt werden, das die rezente weltweite Verbreitung der Arten

der Gattung erklart.

Themenkomplex ,ldentifikationen“: Die Erbsubstanz eines Organismus ist als Molekdl

unverandert in seiner Basenabfolge wahrend der gesamten Lebenszeit und dariber hinaus
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vorhanden. Diese Eigenschaft macht sie in besonderem MalRe geeignet fur die Identifikation
eines Individuums beziglich seiner Artzugehdrigkeit. Gerade bei holometabolen Insekten,
deren erste Stande im Habitus sehr stark vom Imago abweichen, ist die Artbestimmung
ausschlieB3lich auf morphologischer Basis in vielen Fallen nicht moglich, weil zum Beispiel
kryptisch lebende Larven morphologisch kaum erfasst sind. Dies gilt ebenso fur die Eier und
Puppen, die oftmals noch weniger Unterscheidungsmerkmale aufweisen. Um Kenntnis der
Juvenilstadien der Insekten zu erhalten ist es notwendig, Aufsammlungen durchzufiihren und
die Larven bis zum Imago zu pflegen, wobei jedes Larvenstadium zumindest photographisch
dokumentiert wird. Auch die Zucht eingetragener Imagines kann weiteren Erkenntnisgewinn
bringen, so sie gelingt und befruchtete Eier erhalten werden. Aber auch dann sind genaue
Kenntnisse der Biologie notwendig, um den Larven das geeignete Substrat und Futter
anzubieten. Diese Versuche gelingen bei einigen Insektengruppen regelmaRig, bei anderen
sind sie schier aussichtslos. So lassen sich beispielsweise die natirlichen Habitatumstande
eines Quellbachs im Aquarium nicht so naturgetreu darstellen, dass beispielsweise
Steinfliegen (Plecoptera) oder Zuckmicken (Fam. Chironomidae) erfolgreich geziichtet
werden kénnen.

In derartigen Fallen bietet sich die Bestimmung der Juvenilstadien mittels DNA-
Sequenzierung an. Damit koénnen in kurzer Zeit und ohne aufwendige
Halterungsvorrichtungen die gefundenen Praimaginalstadien einer Art zugeordnet werden,
wobei natirlich als Maf3stab die entsprechende DNA-Sequenz der eindeutig determinierten
in Frage kommenden (adulten) Arten als Datenbank vorhanden sein muss. In eigenen
Arbeiten wurde dies bei Libellen (Zygoptera) aus Peru erfolgreich durchgefuhrt (Etscher,
Miller, & Burmeister 2006). Hierbei wurde die bislang unbekannte Larve der Art Polythore
spaeteri eindeutig den Imagines zugeordnet und daraufhin morphologisch als erste innerhalb
der Gattung beschrieben.

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit der DNA-Sequenzanalyse ist die Untersuchung von
Schwesterarten. Die beiden Arten Diachrysia tutti und D. chrysitis sind Vertreter der
Eulenfalter (Fam. Noctuidae), und gehoéren zum Verwandtschaftskreis der Messingeulen
(Plusiinae). Diese weisen auf den Fligeloberseiten metallische Zeichnungselemente auf, die
einer gewissen Variabilitdt unterliegen. Beim untersuchten Artenpaar gibt es zwei
unterschiedliche Morphen, die in ihrer Variabilitit Ubergangsformen ausbilden. Es ist
maoglich, Uber spezifische Pheromonfallen diese beiden Arten, die friher teilweise
synonymisiert wurden, anzulocken und zu fangen. Die Arbeitshypothese der Untersuchung
(Hille, Miller & Erlacher 2005) war, dass sich diese unterschiedlichen Pheromotypen auch
genetisch unterscheiden sollten. Um die Hypothese zu testen, wurden von verschiedenen
Aufsammlungsorten Populationsstichproben genommen und die DNA der Individuen

sequenziert. Es stellte sich heraus, dass die Pheromotypen eindeutig mit Haplotypenclustern
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korrelieren. Die genetische Distanz der beiden Cluster ist zudem so grof3, dass eindeutig von
zwei verschiedenen Arten gesprochen werden kann, die nun aufgrund ihrer DNA eindeutig
bestimmt werden kénnen.

Eine weitere Untersuchung widmete sich den Schaben (Blattoptera). Bei den Ectobiinen der
Gattung  Phyllodromica gibt es eine Artengruppe, die hinsichtlich ihrer
Fortpflanzungsstrategie heterogene Arten beinhaltet. Einige Arten pflanzen sich
konventionell sexuell fort. Andere hingegen sind parthenogenetisch, wobei die Weibchen in
ihren Ootheken unbefruchtete Eier absetzen (sie sind obligat thelytok), die sich wieder alle
zu Weibchen entwickeln. Die Fragestellung war unter anderem, ob diese Biologie fakultativ
gewechselt werden kann und beispielsweise mit biotischen oder abiotischen Faktoren
zusammenhangt bzw. durch sie induziert wird, oder ob dieser Fortpflanzungsmechanismus
obligat und unveranderlich ist und sich die unterschiedlichen Fortpflanzungstypen dadurch
auch genetisch isoliert haben. Dazu wurden in einer weit gefassten Studie (Knebelsberger &
Miller 2007) im Freiland der Iberischen Halbinsel Aufsammlungen durchgefiihrt und, wo
mdoglich, die eingetragenen Larvalstadien bis zum (determinierbaren) Imago weiter gehalten.
Umfangreiche morphologische Untersuchungen wurden mit DNA-Sequenzdaten
komplettiert. Dabei stellte sich heraus, dass es tatsachlich eine genetische Barriere der
verschiedenen Fortpflanzungstypen gibt und sie deutlich voneinander differenziert sind.
Allerdings scheint dies eine relativ junge evolutive Entwicklung zu sein, weil die
Sequenzunterschiede zum Teil noch keine hohen Werte aufweisen, was derzeit die
Abgrenzung der gefundenen Morphen als eigenstandige Arten nur in einigen Féllen

rechtfertigt.

Nachdem nun die Anwendungsmoglichkeiten der DNA-basierten Systematik bei Insekten
dargestellt wurden, ergeben sich weitere Anwendungsgebiete der DNA-Analyse, die
Einblicke in die Okologie der untersuchten Organismen gewahren. Beim Themenkomplex
»,Okologische Anwendungen“ war es das Ziel, eingetragene Geometridenraupen nicht nur
auf ihre Artzugehorigkeit genetisch zu bestimmen, sondern auch die Futterpflanze zu
determinieren. Dazu wurden in einem ersten Versuch (Miller, Miller, Kravchenko, Junnila,
Vernon, Matheson & Hausmann 2006) zunachst unbekannte Raupen untersucht, die im
Jordantal an einer bestimmten Tamariskenart gefunden worden waren. Die Artbestimmung
erfolgte mit Referenzsequenzen einiger an Tamarisken fressenden Geometriden-Arten,
wobei die Raupen als Chiasmia aestimaria identifiziert wurden. Hierbei wurde die
Trennschéarfe der Determinationsqualitdt der DNA deutlich, aber auch die innerartliche
Variabilitat des untersuchten Genorts (COIl) detektiert. AnschlieRend konnte auf DNA-

Sequenzebene auch die Futterpflanzenart als Tamarix nilotica bestimmt werden. Dazu
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wurde ein Fragment der Chloroplasten-DNA verwendet, das als rbcL bezeichnet wird und
sich im Bereich der Botanik als Bestimmungsmarker bewéhrt hat (Kress et al. 2005).

In einer weiterflhrenden Studie (Matheson, Miller, Junnila, Vernon, Hausmann, Miller,
Greenblatt & Schlein 2008) sollten die Mdglichkeiten der Nahrungsbestimmung bei Insekten
genauer untersucht werden. In Frage stand beispielsweise die Bestimmungsprazision des
rbocL-Gens, aber auch, ob die Verweildauer des Nahrungsbreis im Darm die
Determinationsqualitat mittels PCR beeinflusst und ob die Grof3e des untersuchten Insekts
eine Rolle spielt. Dazu wurden Blindversuche unternommen und Futterungsversuche unter
Laborbedingungen durchgefiihrt. PCR-Tests in Abhangigkeit von der Fraf3zeit sollten die
Degradierungsdynamik der DNA im Verdauungstrakt feststellen. Als erstes Resultat stellte
sich erstaunlicherweise heraus, dass die untersuchten Pflanzen bis auf eine (Vitis vinifera)
mit dem rbcL-Gen noch nicht in GenBank vorgehalten wurden. Das verdeutlicht die
Notwendigkeit einer eigenstandigen, lokalen DNA-Sequenz-Referenzdatenbank, um den
Darminhalt der zu untersuchenden Insekten eindeutig einer Pflanzenart zuordnen zu kénnen.
Zum anderen spielte die GroRRe des untersuchten Insekts beim PCR-Test kaum eine Rolle:
Das PCR-System ist so sensitiv, dass selbst kleine DNA-Mengen als Matrize ausreichen, um
im Zuge der Kettenreaktion das Sattigungsniveau zu erreichen und eine maximale
Amplifikatausbeute gewahrleisten. Untersucht wurden Vertreter von acht Insektenfamilien.
Weiters war es mdglich, bis zu 12 Stunden nach der Nahrungsaufnahme noch DNA-haltigen

Nahrungsbrei aus dem Insektendarm zu erhalten, der fir den PCR-Test tauglich war.

Zusammenfassend lieferte diese Untersuchung mit einer Vielzahl von Einzelprojekten
eindrucksvoll den Beweis, dass mittels DNA-Sequenzanalyse weit mehr tber die Biologie
der Insekten erforscht werden kann, als deren schiere taxonomische und systematische

Identitat, und dabei aktuell relevante Fragestellungen beantwortet werden kénnen.
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3. Material und Methoden
3.1 DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA aus dem zu untersuchenden Gewebe ist der erste von mehreren
Arbeitsschritten im Labor, um zu DNA-Sequenzen zu kommen. In den meisten Fallen wurde
von den getrockneten oder in hochprozentigem Alkohol aufbewahrten Individuen Gewebe
entnommen, wobei Muskelgewebe aus dem Thorax bevorzugt wurde. Im Muskelgewebe
liegen die Mitochondrien in hoher Anzahl vor, womit auch eine hohe Menge von Matrizen-
DNA fur Marker mitochondrialen Ursprungs vorhanden ist. Bei getrockneten Insekten wurden
hauptséchlich einzelne Beine verwendet, die mittels eines Glaspistills trocken zerrieben
wurden, um der Verdauflissigkeit den Zugang zum Gewebe innerhalb der réhrenférmigen
Chitinstruktur der Beine zu erleichtern. Versuche, die Effizienz des Zermahlungsprozesses
zu steigern, indem sterile Glaskugelchen verschiedener Korngrof3en zugegeben wurden,
fuhrten nicht zu einer erhdhten Ausbeute an Roh-DNA. Dies wohl auch deshalb, weil die
Kigelchen selbst dabei mechanisch zerrieben wurden und bekannt ist, dass Glasstaub in
der Lage ist, DNA-Molekuile zu binden (Sambrook & Russel 2001).

Fur die weitere Prozessierung wurde der DNeasy Tissue Kit (spater: Blood and Tissue Kit)
der Fa. QIAGEN (Hilden) nach den Vorgaben des Handbuchs verwendet.

Fur die besonderen Félle beispielsweise wertvoller Typenexemplare einer Lepidopterenserie,
die genitaliter untersucht werden sollten und von denen o0.g. Gewebe nicht zu erhalten war,
wurde ein Verfahren entwickelt, das die gleichzeitige Mazeration des Abdomens zur
Freilegung der Genitalarmaturen fir die Anfertigung von Dauerpraparaten, als auch der
Gewinnung von DNA ermdoglichte (Knolke, Erlacher, Hausmann, Miller & Segerer 2005).
Dabei wurde wie folgt verfahren:

Das Abdomen der zu untersuchenden Trockenpréparate wird mit Hilfe einer tber einer
Flamme oder in Bleichlosung DNA-frei gemachten Pinzette vorsichtig vom Metathorax
abgebrochen und in eine enzymatische Verdaufliissigkeit aus 20ul Proteinase K und 180pl
Lysepuffer tberfuhrt. Die Chemikalien sind Bestandteil des Blood & Tissue DNA Extraction -
Kits der Fa. QIAGEN. Die Inkubation erfolgt bei 56°C und kann bis zu 14 Stunden andauern.
ZweckmaRigerweise verwendet man sterile 1,5ml Eppendorf-Safe-Lock — Gefale, die
entweder in einen programmierbaren Heizblock (Fa. Bioer) oder ein Wasserbad (Fa.
Memmert) gestellt werden.

Da ein relativ grof3es Stiick Gewebe, das noch dazu durch die Kdérperhaut wie eingekapselt
vorliegt, zersetzt werden soll, ist ein erhéhter manueller Aufwand nétig. Man muss mittels

einer sterilen Pipette immer wieder die Verdauflissigkeit in das Objekt spritzen und das
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Weichgewebe damit aus der Abdomenhdhle herausspilen, wahrend das Abdomen im
Roéhrchen verbleibt. Dies muss aber so vorsichtig geschehen, dass die Genitalstrukturen
nicht beschadigt werden. Im Falle der unvollstandigen Zersetzung, beispielsweise bei
gewebereichen Abdomina, wird weitere ProteinaseK zugefugt. Die fur die nachfolgende
Genitalpraparation notwendige Eroffnung des Abdomens kann schon wahrend der
Verdauphase durchgefiihrt werden und trAgt dazu bei, die enzymatische Reaktion zu
erleichtern und zu beschleunigen.

Ist die Lyse vollzogen, wird mit dem flussigen Uberstand wie vom Hersteller angegeben
weiter die DNA-Extraktion prozessiert. Dazu werden zuerst 200ul AL-Puffer zugegeben und
geschuttelt. Die Mischung wird dann fir 10 min. auf 70°C erhitzt, um Enzyme zu inhibieren.
Danach werden 200ul reines Ethanol zugegeben und die gesamte FlUssigkeit auf eine
Extraktionssaule Ubertragen. Zentrifugations- und Waschschritte der gebundenen DNA
erfolgen nach Vorschrift, ebenso die Elution der DNA in frische Eppendorf-Gefal3e (s.0.).
Danach liegt die Roh-DNA im Elutionspuffer geldst vor und wird weiter prozessiert.
Quantitats- und Qualitatstests der resultierenden DNA wurden mittels Pico-Green-Farbung
und Messung mit Flourometer (VersaFluor, Fa. BioRad), sowie durch Amplifikationstests
mittels PCR durchgefihrt.

Die chitindsen Hartstrukturen werden in Wasser gewaschen und kdnnen direkt weiter
prapariert werden. Eine Aufbewahrung vor der Praparation erfolgt in Glycerin oder 20%iger
wassriger Ethanolldsung. Fur den Fall, dass die sklerotisierten Hartstrukturen noch zu steif

fur die Praparation sind, werden sie zusatzlich in Kalilauge gekocht.

Die nachfolgenden Laborschritte mit PCR, PCR-Kontrolle mittels Agarosegel-Elektrophorese
und Ethidiumbromid-Anfarbung, der PCR-Produktaufreinigung, das Cycle Sequencing und
der DNA-Sequenzierung mit dem ABI 377 DNA Sequencer ist in sdmtlichen anh&ngenden
Publikationen ausfihrlich beschrieben, worauf an dieser Stelle verwiesen wird.

Auch die Auswertung der Rohdaten bis hin zur Erzeugung der korrigierten und editierten

Sequenzen ist dort beschrieben.

3.2 Analyseverfahren

Die Datengrundlage fur die Untersuchung der Sensitivitatsanalyse war ein Matrix aus DNA-
Sequenzen von 12 Arten von Dungfliegen der Gattung Themira Robineau-Desvoidy, 1830
(Diptera: Sepsidae) plus funf Aussengruppenvertretern (Laamanen, Meier, Miller, Hille &

Wiegmann 2005). Funf verschiedene Gene wurden sequenziert: das nukleare EF-1a — Gen
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und die mitochondrialen Gene 12S rRNA, 16S rRNA, COI und COIl, sowie ein Fragment
upstream von COI mit variabler Lange in der angrenzenden tRNA. Die Matrizen wurden mit
PAUP* Version 4.0b10 (Swofford, 2002) mit der Parsimoniemethode analysiert (Heuristische
Suche, zufallige Sequenzaddition, TBR branch swapping, 100 Wiederholungen). Um die
Effekte von verschiedenen Indel-Bewertungen zu untersuchen, wurden die Indels der
entweder manuell oder computergestitzt alignierten Datensatze einmal als ,Funftes
Merkmal“ und einmal als ,Fehlendes Merkmal“ behandelt und die Datenséatze unabh&angig
voneinander analysiert. Zusatzlich wurden 18 verschiedene Gewichtungsparameter fir
Basensubstitutionen miteinander verglichen. So wurden ,schnelle” Transformationstypen wie
Transitionen oder die 3. Basenpositionen abgewertet, indem ihnen das Gewicht ,0°
zugewiesen wurde, oder den ,langsameren® Transformationen ein hoheres Gewicht gegeben
(2, 4, 6, 8 oder 10). AuBerdem bekamen folgende Zustande ein héheres Gewicht: 1. alle
Merkmale aufRer den dritten Positionen von proteincodierenden Genen; 2. alle
Transversionen und Indels (wenn als ,Flnftes Merkmal“ codierte Indels mindestens halb so
stark gewichtet waren wie Transversionen, um die Verletzung der Dreiecks-Ungleichung
(Wheeler, 1993) zu verhindern); 3. alle Transformationen auRer den Transitionen der 3.
Basenpositionen bei proteincodierenden Genen (Broughton et al. 2000). Demnach standen
insgesamt 68 verschieden gewichtete und vier gleich gewichtete Analysesatze zur
Auswertung.

Es wurden drei verschiedene Datensatzaufteilungsarten untersucht: Alle Gene
gegeneinander, proteincodierende Gene gegen ribosomale Gene und nukleare Gene gegen
mitochondriale Gene. Die Merkmals-Inkongruenz wurde erhoben durch die Verwendung der
incongruence length difference ILD ((Langekombinier — SUMMe der LANgeparitionen)/LANGEKombiniert)
(Mickevich & Farris 1981) und der rescaled incongruence length difference RILD (Wheeler &
Hayashi, 1998). Die Unterstiitzung der Verzweigungen wurde mit Jackknife-Resampling (500
Wiederholungen mit jeweils 10 zufalligen Sequenzadditionen, 50% Deletion) erhoben. Die
Zahl der Verzweigungen mit einem Jackknifewert von tber 50 wurde gez&hlt und die Summe
der einzelnen Jackknife-Unterstlitzungen des sparsamsten Baums wurde errechnet, wobei
hier auch Werte von unter 50 Eingang fanden. Die Kongruenz der Topologien wurde fir
jedes Partitionsschema bestimmt durch: 1. Zahlen der Anzahl von Verzweigungen des
strikten Konsensbaums, 2. des halbstrikten Konsensusbaums und 3. der Berechnung des
Wheelerschen (1999) taxonomischen RILD - Wertes. Bei den Partitionsschemata, die den
Datensatz in zwei Teile teilten, berechneten wir auch 4. das MalR des Unterschieds
symmetrischer Baume (Penny & Hendy 1985) und 5. ein korrigiertes Mal3 des Unterschieds
symmetrischer Bdume durch die Teilung durch die Anzahl der Verzweigungen, die nicht von

Baum 1 und 2 geteilt wurden durch die Zahl der Verzweigungen der entsprechenden Baume
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mit der Addition dieser Summe zu der entsprechenden Zahl aus dem Vergleich von Baum 2
mit Baum 1.

Um den Beitrag der einzelnen Gene zu dem Bremer Support des Gesamtdatensatzes zu
erheben, wurde eine geteilte Bremerunterstitzungsanalyse (PBS; Baker & DeSalle 1997) mit
den ausgewahlten Analysekriterien und einer verdnderten Kommandozeile, die vom
Programm AutoDecay (Version 5.0, Eriksson 2001) erhalten wurde, berechnet.

Zuletzt wurde noch das Verhéltnis von ILD zu RILD zueinander berechnet, um
herauszufinden, ob eventuelle Unterschiede dieser Indizes zu unterschiedlichen Ergebnissen
fuhren. Dieselben Techniken wurden verwendet, um die Beziehung zwischen topologischer
Kongruenz und der Merkmalsungleichheit zu bestimmen. Weil sich die Werte der
topologischen Kongruenz unabhangig von der Auflésung des auf der Basis der Ergebnisse
der einzelnen Partitionen zusammengesetzten Baums verhalten sollten, wurde anschlie3end
zusatzlich auf einen Zusammenhang zwischen topologischen Kongruenzwerten und der
Summe aller Verzweigungen der zusammengesetzten Baume hin untersucht

(,Gesamtaufldsung®).

3.3 Neubeschreibungen

Die systematische Integration mindestens eines molekularen Merkmalssets in die
wissenschaftliche Neubeschreibung von Arten war das Ziel einer Reihe von Arbeiten, die
damit beispielhaft zeigen sollten, in welcher Form dies am zweckmafigsten geschieht.

Bei Buchsbaum & Miller (2002) handelte es sich um die Neubeschreibung der
Drepanidenart Leucoblepsis taiwanensis. Die Familie Drepanidae besteht aus mehr als 400
Arten weltweit, die Gattung Leucoblepsis Warren, 1922 ist auf die Orientalis beschrankt.
Genauere Untersuchungen einer Aufsammlung von Individuen aus Taiwan zeigten die
eindeutige Artverschiedenheit von der weitverbreiteten L. excisa (Hampson, [1883]). Fur die
Neubeschreibung standen neben dem Holotyp elf Paratypen fur die Differentialdiagnose und
zur Erhebung der molekularen Variationsbreite der neuen Art zur Verfigung.

Neben der ublichen morphologischen Beschreibung der artspezifischen Merkmale wie
Zeichnung, Verlauf der Aderung, Position der schuppenfreien Fensterzonen auf den Fliigeln,
Abbildung und Beschreibung der mannlichen und weiblichen Genitalien war die genetische
Charakterisierung der species nova Bestandteil der Erstbeschreibung. Dazu wurden neben
dem Holotyp funf Paratypen verwendet, deren DNA nach der Methode von Kndlke et al.
(2005) extrahiert wurde. Zusatzlich wurde die einheimische Art Drepana falcataria (Linnaeus,
1758). als nahestehende AufRengruppe untersucht. Die erhaltenen Sequenzen des COI-

Gens wurde mit der homologen Sequenz des Seidenspinners Bombyx mori (Linnaeus,
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1758). verglichen und die divergenten Basenpositionen erhoben. In einer zweiten
Vergleichsmatrix wurde die innerartliche Variationsbreite des entsprechenden Markers
berechnet und die Positionen der variierenden Basen aufgezeigt.

Eine weitere Neubeschreibung erfolgte bei den Pyraliden (Uberfamilie Pyraloidea),
sogenannten Kleinschmetterlingen. Hier war es eine Wasserzinsler-Art aus Lombok,
Indonesien, die molekularbiologisch definiert wurde und deren COI-Sequenz wiederum
Bestandteil der Erstbeschreibung von Paracymoriza naumanniella Buchsbaum, Speidel &
Miller, 2004 war. Die Extraktion der DNA erfolgte nach der oben beschriebenen Methode
(Knolke et al. 2005), PCR und Sequenzierung mit Standardprimern wie erwéahnt. Die
generierten Sequenzen wurden miteinander verglichen und die variablen Positionen gezahlt
und tabellarisch beschrieben.

Ein anderes Beispiel der integrierten Taxonomie ist die Erstbeschreibung von Idaea nigra
Hausmann & Blasius, 2007 (Lepidoptera: Geometridae). Hier sollte gezeigt werden, dass
molekulare Datensatze in einer Erstbeschreibung auch dann Bestandteil sein kénnen, wenn
der fur die molekularen Daten verantwortliche Wissenschaftler nicht Autor der
neubeschriebenen Art sein soll, dennoch aber als Koautor der Arbeit erscheint, die die
Erstbeschreibung beinhaltet (Hausmann, Miller, Leipnitz & Blasius 2007). Auch hier war es
das mitochondriale COI-Gen, das zur Artabgrenzung und zur groben Zuordnung der neuen
Art zu bereits bestehenden Artengruppen innerhalb der Sterrhinae diente. Es wurden zwei
der Paratypen molekularbiologisch untersucht und ihre genetischen Distanzen nach der
Neighbor Joining-Methode berechnet. Die Ublichen Beschreibungen der Morphologie der
Falter und ihrer Genitalien wurde erweitert durch umfangreiches Fotomaterial der ersten
Stande und Hinweisen zur Biologie der neuen Art.

Bei der letzten Neubeschreibung dieser Dissertation war das Ziel, nicht nur einen, sondern
mehrere genetischen Marker in die Diagnose einzubeziehen. Bei Miller 2009 wurden dazu
bei zwei neuen Arten der Gattung Colias Fabricius, 1807 (Lepidoptera: Pieridae) einerseits
das mitochondriale COI-Gen als Standardmarker, aber auch die nukledren Gene Histon3,
Elongation Factor -1o und die D2-Doméane des ribosomalen 28S-Gen sequenziert. Die DNA-
Extraktion erfolgte mit Standardmethode, allerdings wurden einzelne Beine der beiden
Holotypen verwendet. Zusatzlich wurde auch hier ein COI-Differential-Datensatz generiert, in
dem bekannte Taxa mit identischem oder angrenzendem Verbreitungsgebiet beinhaltet
waren. Die PCR erfolgte sowohl mit Standardprimern, als auch mit eigens fur die Gattung
Colias designten spezifischen Primern, da gerade beim hypervariablen COI-Gen die
bekannten Allround-Primer oftmals versagen. Mutationen an den Primer-Bindungsstellen
sind dafur verantwortlich. Das Primerdesign, welches bei vielen der vorliegenden Arbeiten
angewendet werden musste, verlauft nach einem bestimmten Schema. Zuerst sucht man

veroffentlichte homologe Genabschnitte mdglichst nahverwandter Arten, die aligniert werden.
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Dann flgt man diesem Datensatz selbst generierte DNA-Sequenzen hinzu, die von Proben
des zu untersuchenden Taxons stammen. Meist befindet sich im Probensatz mindestens
eine Probe, die hochwertige DNA liefert und mit der PCR-Amplifikate mit Standardprimern
generiert werden kénnen, die den gewiinschten Zielbereich enthalten und von hinreichend
weiteren Basenabfolgen up- und downstream flankiert werden. Danach lasst man sich die
variablen Poitionen dieses Datensatzes anzeigen (Befehl ,Create Shadow -> Show
Ambiguity Sequence® bei SEQUENCE NAVIGATOR). Nun sucht man eine Stelle sowohl am 5’-,
als auch am 3’-Ende der Zielsequenz, an der mdglichst keine variablen Positionen auftreten
und definiert diese als Primerbindungsstellen. Die aus diesen Genorten generierten
spezifischen Primer sollen eine Ladnge von 20mer nicht unterschreiten, keine Haarnadel-
Strukturen bilden, nicht komplementar sein (wodurch sie mit sich selbst hybridisieren
wuirden), und eine ahnliche Schmelztemperatur aufweisen. Es sind verschiedene
Computerprogramme verflgbar, die diese Arbeit erleichtern.

Die weiteren Labor-Arbeitsschritte bis zur Sequenzierung der fluoreszenzmarkierten PCR-
Fragmente wie auch die Auswertung wurde oben schon hinlanglich beschrieben und hat sich
als standardisierbare Methode bewahrt. Die tabellarische Darstellung der genetischen
Distanzen und der Abdruck der als Merkmale wichtigen DNA-Sequenzabfolgen erganzten
den molekularen Teil der Arbeit, bei der natirlich auch die morphologische Beschreibung der
Holotypen und des locus typicus die integrale Vorgehensweise der Erstbeschreibung

untermauerten.

3.4 Artabgrenzungen/Phylogenie

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf der Anwendung der integrierten DNA-Taxonomie
in bezug auf die Trennschéarfe der Artidentifikation und der Anwendung der DNA-Daten bei
der Phylogenierekonstruktion. Dazu wurde auf die Pieriden der Unterfamilie Pierinae der
Untersuchungsschwerpunkt gelegt. Ein weiterer Schwerpunkt lag bei den Kafern der Gattung
Rhantus Dejean, 1833 (Coleoptera: Dytiscidae) und ein anderer bei den Zipfelfaltern der
Gattung Callophrys Billberg, 1820 (Lepidoptera: Lycaenidae).

Der erste Schwerpunkt lag auf der integrierten Analyse der Gattungen Anthocharis
Boisduval, Rambour, Duméril & Graslin, 1833, Elphinstonia Klots, 1930, und Euchloe
Hubner, [1819]. Die Auswahl der Taxa erfolgte bei der Gattung Anthocharis fokussiert auf die
subspezifischen Taxa der cardamines-Gruppe (Back, Knebelsberger & Miller 2006a), wobei
einige weitere Vertreter der Gattung einbezogen wurden. Die Arbeit Uber Elphinstonia (Back,
Knebelsberger & Miller 2006b) war auf die eurasischen Taxa ausgerichtet, bei der Analyse

der Gattung Euchloe waren einmal die paldarktischen und eurasischen Vertreter in der
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Auswahl (Back, Knebelsgerger & Miller 2008), ein anderes Mal waren auch nearktische
Vertreter inkludiert (Back, Opler & Miller 2011).

Die DNA-Extraktion erfolgte hier meist aus einzelnen Beinen der Individuen nach
Standardmethode (s.u.), fur die PCR wurden eigene Primer designt, die speziell fir die
entsprechenden Gattungen mit hoher Prazision Amplifikate lieferten (mtD7Pier_kmbs-for: 5’-
CGW ATA AAT AAT ATA AGW TTT TG-3’ und mtD9Pier_kmbs-rev: 5’-AAT GAW GTA TTA
AGA TTA CGA T-3’). Die Analyse der Rohsequenzen erfolgte wie oben mit PAUP* 4b10
nach der Neighbor Joining-Methode und den ,uncorrected-p“-Verfahren. In der Anthocharis-
Arbeit wurde die Netzwerk-Methode (Bandelt et al. 1999) verwendet, die in der Lage ist,
Verwandtschaftsbeziehungen bei nahe verwandten Artengruppen noch deutlicher zu
veranschaulichen, als es herkdmmliche Kladogramme vermdgen. Dabei werden die
Substitutionsschritte von einer Sequenz zur nachsten als individuelle Transformationen
dargestellt, die die ,raumliche” Distanz und die theoretischen, nicht besammelten (nicht mehr
existenten?) Zwischenschritte abbilden. Zudem wurden in einigen dieser Arbeiten erstmals
die genetischen Distanzen graphisch als Mittelwerte mit Konfidenzintervallen (Software
PAST, Hammer et al. 2001) dargestellt. Phylogenetische Analysen erfolgten nach der
Berechnung des auf die DNA-Sequenzen am besten passenden Substitutionsmodells mit
dem Programm MODELTEST (Posada & Crandall 1998). Die Maximum Likelihood- und die
Parsimonieanalyse erfolgte mit PAUP*, die Bayesianische Analyse mit MRBAYES V. 3.1
(Ronquist & Huelsenbeck 2003).

Nach diesen intensiven Untersuchungen einer Unterfamilie der Weisslinge sollte die
Ubertragbarkeit der Methode und die damit zu erwartenden Ergebnisse hinsichtlich der
Artauftrennungsschéarfe und des phylogenetischen Gehalts dieser DNA-Sequenzen bei einer
weiteren Lepidopteren-Familie gepruft werden. Dazu wurden die Zipfelfalter der Gattung
Callophrys Billberg, 1820 ausgewahlt, die zur Familie der Lycaenidae gehoéren (ten Hagen &
Miller 2010). Die Methode ist nachfolgend stellvertretend fur die meisten anderen Arbeiten
ausfuhrlich dargestellt:

Fur die DNA-Extraktion wurden jeweils drei Beine der jeweiligen Proben, insgesamt 70 Falter
von Callophrys s. str. und 7 Proben von Aul3engruppenvertretern verwendet. Die Beine
wurden mit sterilen Glaspistillen in einem 1,5mL Eppendorf-Gefal3 zerrieben und mit dem
DNEasy Blood & Tissue Kit der Fa. QIAGEN (Hilden) nach deren Anweisungen behandelt.
Die Vervielfaltigung (PCR) des mitochondrialen Genfragments (COIl) wurde mit den eigens
fur diese Untersuchung designten Primer kmbs-mtD6mod (5'-TAC CTA TTA TAA TTG GAG
GAT TTG G-3’) und kmbs-mtD9Lyc (5-CAA AAA ATG AAG TAT TTA AAT TTC G-3)) in
einem BioRad Tprofessional Thermocycler mit folgenden Parametern durchgefihrt:

Anfangsdenaturierung 94°C fiur 5 Minuten, Annealing bei 48°C fur 1 Minute,
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Kettenverlangerungsreaktion bei 72°C fir 1:30 Minute, Denaturierung bei 94°C fur 1 Minute.
Nach 50 dieser Zyklen erfolgte die letzte Kettenverlangerungsreaktion bei 72°C fur 5 Minuten
und Abkihlung auf 10°C. Die dafiir verwendeten Reagenzien waren entweder das MBI Tag-
System (recombinant) mit (NH,).SO,-Puffer (MBI Fermentas, Leon-Rot) oder das BIOTAQ
PCR Kit mit (NH,),SO,-Puffer (Bioline, Luckenwalde) und Primer von metabion (Martinsried),
mit 25ul Reaktionsvolumen, wobei 1pul DNA eingesetzt wurde. Die Amplifikate wurden mit
dem MinElute PCR-Aufreinigungskit (QIAGEN) gereinigt und nach Konzentrationsmessung
und -einstellung direkt sequenziert. Dazu wurde in einer zyklischen Sequenzierreaktion der
BigDye Sequencing Dye Terminator Mix V 1.1 (Applied Biosystems) verwendet. Nach der
Aufreinigung der Fragmente mit Sephadex (Fluka) wurde das Reaktionsgemisch auf einem
ABI377XL Sequenzierautomat elektrophoretisch aufgetrennt. Aus beiden sequenzierten

Einzelstrangen wurde jeweils eine korrigierte Konsensus-Sequenz erstellt.

Auswertung der Sequenzdaten:

Paarweise genetische Distanzen zwischen den einzelnen Taxa wurden mit der Software
PAUP* (Phylogenetic Analysis Using Parsimony Version 4.0 3 10, Swofford 2003)
berechnet. Aus den genetischen Distanzen der Taxa wurde ein Neigbour-Joining-Baum mit
der Software PAUP* konstruiert, der die genetischen Distanzen in Form eines
Baumdiagramms abbildet. Zur Ermittlung der phylogenetischen Beziehungen zwischen den
einzelnen Taxa und den Haplotypengruppen wurde eine Median Joining Network-Analyse
mit dem Programm NETWORK V.4.5.10 (Bandelt et al. 1999) gerechnet, die mdgliche
alternative Evolutionspfade von DNA-Sequenzen einer rekombinationsfreien Population

aufzeigt und die graphische Darstellung des Distanzcladogramms noch verfeinert.

Weitaus aufwendiger war die Vergleichsarbeit in einer anderen Athropodengruppe, namlich
der Coleoptera, hier Dytisciden der Gattung Rhantus Dejean, 1833 (Balke, ..., Miller, M. A,
2009). Diese Schwimmkaéfer sind annahernd weltweit verbreitet und treten als Erstbesiedler
in neu entstandenen (Klein-)Gewassern auf, wo sie rauberisch leben. Sie sind ca. 10mm
grol3 und nie in gréRerer Anzahl an einem Fundort anzutreffen. Sie verlassen ihr Biotop
schnell, sobald die Sukzession fortschreitet. Es war die R. suturalis — Artengruppe im Fokus,
und die untersuchten Proben stammten aus Europa, Zentralasien, Indien, Japan, Wallacea,
Melanesien, Australien und Neuseeland. Weitere Vertreter entstammten den Columbetini mit
den Arten der Gruppe um R. pacificus und Carabdytes upin als Au3engruppe. Es wurden pro
Individuum mehr als 7.000bp alignierte DNA-Sequenzen erhoben, mit den nuklearen Histon3
(322bp), wingless (352bp), Elongation Factor 1-a (1092bp mit zusatzlichen ca. 180bp Intron-
Sequenz fir eine Teilgruppe der Proben) und 18S rRNA Genen (602bp alignierte
Sequenzen), und die mitochondriellen Cytochrom c¢ Oxidase Untereiheit 1-tRNA"“-
Cytochromoxidase ¢ Untereinheit 2 (COI-COII, 2084bp aligniert), Cytochrom b-tRNA%*-NAD
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Untereinheit 1 (COB-NAD1, 1564bp alignierte bp), 16S rRNA-tRNA"*"-NADH Untereinheit 1
(16S rRNA-NADH1, 751 alignierte bp) und 12S rRNA (384 alignierte bp). Die Protein-
codierenden waren langenkonstant, aber die tRNAs und rRNAs zeigten bis zu 11bp
Langenunterschiede. Fur das Alignieren der Sequenzen wurde die Software MUsCLE (Edgar
2004) verwandt. Von den alignierten 7.151bp waren 5.288bp konstant, 1.381bp waren
Parsimonie-informativ. Die nuklearen und mitochondrialen Genabschnitte wurden separat
analysiert.

Die phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen wurden mit Parsimoniemethode
(PAUP*) und partitionierten Bayesianischen (MRBAYES) Analysen berechnet. Bei letzterer
wurde der Datensatz nach den enthaltenen Genen COI-COIl, COB-NAD1 und 16SrRNA-
NAD1 unterteilt separat analysiert. Fir die Maximum Likelihood-Analysen wurde das
Programm GARLI (Zwickl 2006) verwendet. Der Beitrag einzelner Marker wurde mit dem
partitionierten Bremer Support berechnet, wobei die Indels als fiinftes Merkmal gewertet
wurden.

Das Alter von Auftrennungsereignissen wurde mit dem Programm BEAST V. 1.4.7
(Drummond & Rambaut 2007) berechnet, wobei nur die mitochondrialen Gene verwendet
wurden. Als Fixpunkt wurde die Aufspaltung von R. intermedius (Tahiti) und R. schereri
(Bora Bora) + R. debilis (Tahiti) verwendet unter der Annahme, dass die beiden Arten R.
intermedius und R. debilis auf Tahiti entstanden sind und R. schereri durch
Dispersionsereignisse von dort aus vor einer Million Jahren Bora Bora besiedelte. Das Alter
von Tahiti wird auf 0,4-1,2 Millionen Jahre geschatzt. Es kam eine durchschnittliche
Substitutionsrate von 0,019 Substitutionen pro Stelle und einer Million Jahre heraus, mit
einem 95%-Konfidenzintervall zwischen 0,011 und 0,028. Dieses Ergebnis stimmt mit der
weithin angenommenen Substitutionsrate von 0,0115 pro Stelle und einer Million Jahren
Uberein, die fir Insekten-mtDNA berechnet wurde (Brower 1994).

Fur die biogeographischen Untersuchungen wurde das Programm DIvA (Ronquist 1996)
verwendet, und zusétzlich ein parsimonisches Merkmals-Mapping mit MACCLADE (Maddison
& Maddison 1998) durchgefuhrt. Dafur wurden folgende biogeographische Einheiten
definiert: Orientalis, Holarktis, Australien (mit Neuseeland und Neucaledonien),
Sundaland/Wallacea (die Ubergangszone von Orientalis und Australien), Neu Guinea und

Ost-Melanesien mit Polynesien.

3.5 Identifikationen

Die Bestimmung von Organismen und damit die Zuordnung zu bereits bekannten Arten oder

noch unbeschriebenen Spezies ist die herausragende Tatigkeit von Systematikern und
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Taxonomen. Die dazu verwendeten Bestimmungsschlissel basieren auf morphologischen
Merkmalssatzen und werden langsam ergénzt durch molekulare Identifikationsmarker.
Grundlage gerade bei der molekularen Artabgrenzung sind u. a. die in Kap. 3.4 vorgestellten
spezifischen Maleinheiten der genetischen Artdivergenz. Das bereits erwdhnte
mitochondriale COI-Gen ist hierbei mittlerweile das meistverwendete, aber auch 16S rDNA
oder das nukleare 28S rRNA-Gen werden haufig verwendet, um einen weiteren
Merkmalssatz zu generieren, aber auch, um dieses Verfahren in der Routinebestimmung
anwenden zu konnen. Es bedarf aber fir eine zuverlassige Bestimmungsqualitat einer
umfassenden Datenbank, auf die eine Software zum Abgleich der Abfrage mit bereits
gespeicherten Sequenzdaten zuriickgreifen kann. Ist dieser backbone einmal vorhanden,
kénnen Routinebestimmungen automatisiert durchgefihrt werden.

In der vorliegenden Arbeit soll an drei Beispielen gezeigt werden, dass diese Methode der
Bestimmung durchaus zielfihrend sein kann wund manchmal, bei schwierigen
morphologischen Verhaltnissen, sogar einen Erkenntnis férdernden Mehrgewinn erbringen
kann.

Im ersten Beispiel (Hille, Miller & Erlacher 2005) geht es um die schwierige Unterscheidung
von zwei nahe verwandten Arten von Messingeulen (Lepidoptera: Noctuidae, Plusiinae,
Diachrysia Hubner, [1821]). Sie zeichnen sich durch einen metallischen Glanz in Form von
unregelmaBigen Flecken auf den Vorderfligeln aus, die zwischen den Arten
Ubergangsformen bilden. In den meisten Fallen kommen die beiden Arten synchron und
syntop vor. Eine sichere Determination wird dadurch erschwert. Priesner (1985) fand heraus,
dass zwei verschiedene Diachrysia-Populationen von zwei verschiednen Sexuallockstoffen
angezogen wurden: einmal dem (Z)-5-decenyl-Acetat und dem (Z)-7-decenyl-Acetat. Diese
beiden Lockstoffe wurden synthetisch hergestellt und in Fallen verwendet, um maéannliche
Eulenfalter anzulocken. Diese wurden molekularbiologisch wie oben beschrieben untersucht,
wobei auch hier das COI-Gen analysiert wurde. Die Auswertung erfolgte mittels
Distanzanalyse.

Das zweite Beispiel bezieht sich auf die Zuordnung von Praimaginalstadien zu den
zugehorigen Imagines, um eine Determination der Spezies durchzufiihren. In der Arbeit von
Etscher, Miller & Burmeister (2006) war es die Prachtlibellenart Polythore spaeteri
Burmeister & Borzsény, 2003, die in Peru im Amazonastiefland vorkommt. Larven einer
Prachtlibellenart wurden in schnell flieRenden Urwaldb&chen unter grof3eren Steinen
klammernd gefunden. lhre Zugehorigkeit zur oben genannten Art war wahrscheinlich, jedoch
nicht gesichert. Aufzuchtversuche waren wegen des hohen Sauerstoffbedarfes der Larven
nicht moglich, deshalb wurde anstatt dessen die Zuordnung mit molekularen Methoden
durchgefuhrt. Die DNA-Extraktion, die PCR und die Sequenzierung erfolgten wie oben

erwahnt, die Auswertung wurde mittels Distanzanalyse durchgefiihrt.
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Das dritte Bespiel ist die umfassende Aufarbeitung einer Artengruppe innerhalb der
Schaben. Bei Knebelsberger & Miller (2007) ging es um die morphologische und molekulare
Untersuchung der Artengruppe um Phyllodromica subaptera (Rambour, 1838) (Blattoptera:
Blattellidae, Ectobiinae, Phyllodromica Fieber, 1853), einer mediterran verbreiteten
Schabenart mit dem Verbreitungsschwerpunkt Iberische Halbinsel. Dort kommt eine
bisexuelle Form vor, wohingegen im Rest des Verbreitungsgebietes parthenogenetische
Weibchen die Artengruppe reprasentieren. Die Proben wurden im gesamten
Verbreitungsgebiet in unterschiedlicher Dichte gesammelt, wobei auch einige
Inselpopulationen bericksichtigt wurden. Untersucht wurde licht- und
rasterelektronenmikroskopisch mit den entsprechenden préparativen Vorarbeiten, und
molekulargenetisch mittels Analyse des mitochondrialen COI-Gens. Die Auswertung erfolgte
kladistisch mit dem morphologischen Merkmalssatz nach der Maximum Parsimonie (MP)-
Methode. Die DNA-Sequenzdaten wurden ebenfalls mit MP, aber auch mit Maximum
Likelihood (ML) und Bayesianischer Analyse ausgewertet, um eine Phylogenie zu erstellen.

Die genauen Parameter und Einstellungen sind in der Publikation ersichtlich.

3.6 Okologische Anwendungen

Die vorstehenden Aspekte bezogen sich auf die grundlegenden Techniken und Verfahren
der integrierten DNA-Taxonomie. Ein weiterer Teilaspekt sei im nachfolgenden Kapitel kurz
angerissen. Hierbei geht es um die Mdoglichkeiten der praktischen Anwendungen der
Ergenntnisse und Ergebnisse der DNA-Taxonomie, beispielsweise in der Okologie. Der
Fokus lag in den Arbeiten von Miller et al. (2006) und Matheson,..., Miller, ... (2008) auf der
genetischen Untersuchung vom Darminhalt (1) von Geometridenlarven als Pilotprojekt, und
(2) von einer breiten Auswahl von Insekten als weiterfihrende Studie.

Bei der Analyse von israelischen Geometridenlarven (Miller et al. 2006) stand die
Identifizierung der Spezies einerseits, aber auch die Detektion der Nahrungspflanze im
Vordergrund. Dazu wurden die sechs in Alkohol aufbewahrten Raupen aus dem Jordantal
mit sterilen Uhrmacherpinzetten und Mikroscheren ertffnet, Muskelgewebe entnommen und
Darminhalt separiert. Das Gewebe wurde wie oben beschrieben behandelt, die DNA
extrahiert und mittels PCR das COI-Gen vervielfaltigt und sequenziert. Referenztiere waren
zwei Arten der Gattung Chiasma Hubner, [1823] (C. aestimaria und C. syriacaria) und zwei
Arten der Gattung Eupithecia Curtis, 1825 (E. ultimaria und E. opistographata). Diese Arten
wurden aufgrund ihrer bekannten Verbreitung im Aufsammlungsgebiet der Larven, aber auch

aufgrund ihrer Fral3pflanze ausgewahlt. Die Raupen waren alle an einer Tamariskenart
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aufgesammelt worden. Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte mit
Ahnlichkeitsuntersuchungen und einer Distanzanalyse (UPGMA in PAUP¥).

Die abschlieRende Untersuchung zu dieser Fragestellung widmete sich der Identifikation von
Nahrungspflanzen mittels PCR-Test des Darminhalts (Matheson, Miller, Junnila, Vernon,
Hausmann, Miller, Greenblatt & Schlein 2008). Dazu wurden gezielt pflanzenfressende
Insekten gesammelt und mitsamt ihrer Futterpflanzen im Labor weitergezichtet. Als
Referenz dienten Grillen (Gryllodes hebraeus), bei denen untersucht wurde, wie lange sich
der Darminhalt nach dem FrafRvorgang noch genetisch detektieren lasst. Das untersuchte
Gen war das Ribulose-Bisphosphat Carboxylase - Gen (grof3e Untereinheit, rbcL) der
Chloroplasten. Ein Fragment von 157bp Lange wurde ausgewahlt, da dieses kurze Teilstlck
auch bei durch den Verdauungsprozess sehr degradierter DNA amplifizierbar ist. Die
resultierenden DNA-Sequenzen wurden mit einer BLAST-Suche mit den in GenBank

gespeicherten Sequenzen verglichen und die Zuordnung evaluiert.

4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 DNA-Extraktion

Die oben beschriebene Methode der DNA-Extraktion aus Abdomina (Kndlke, Erlacher,
Hausmann, Miller, & Segerer 2005), fuhrte bei 74 von 81 untersuchten Proben zu einer
erfolgreichen DNA-Extraktion mit einem DNA-Gehalt von mindestens 200ng. Generell
zeigten sich frischere Proben als besser geeignet als altere, was mit der Degenerierung der
DNA durch enzymatische Prozesse im Abdomen bei vorhandener Restfeuchte zu erklaren
ist. Deshalb ist es wichtig, die Historie der zu beprobenden Sammlungstiere zu kennen, um
nachfolgend im Labor die Arbeitsablaufe effizient zu gestalten. Wiederaufgeweichte
Exemplare oder solche mit schimmligen oder verdlten Abdomina sind kaum geeignet,
hinreichende DNA daraus zu gewinnen. Drei der Proben waren Uber Tage in der
Aufweichschachtel gelegen, um die Falter zu relaxieren und nach dem Aufweichen spannen
zu konnen. Die daraus extrahierte DNA versagte beim PCR-Qualitatstest. Hingegen waren
solche Proben hervorragend tauglich, die entweder permanent trocken gehalten wurden,
oder solche, die nach der Tétung des Falters sofort in Ethanol Gberfihrt und darin weiter
aufbewahrt wurden.

Die DNA aller dieser Proben wurde einem Qualitatstest unterzogen, indem PCR mit
verschiedenen Primerkombinationen, die verschieden lange Fragmente amplifizieren,
durchgefuhrt wurden. Dabei wurden von 2/3 aller Proben Fragmente mit mindestens 300bp

Lange generiert, von ca. 50% der Proben solche mit mehr als 800bp L&nge. Eine
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anschlielende Sequenzierung einer Auswahl der Fragmente bewies die Integritéat der DNA

und die Brauchbarkeit der PCR-Amplifikate fur diesen Zweck.

Aufbewahrung Proben- | Anzahl der Anzahl der Maximal
der Proben anzahl | Proben mit mind. | Proben mit erreichbare
gesamt |200ng DNA mindestens 300bp | Fragmentlange in
PCR-Produkt der PCR
in Alkohol 4 4 4 831bp
nur getrocknet 39 39 36 831bp
gespannt, evtl. vor 35 30 15 418bp

Praparation
aufgeweicht

mind. 2 Tage vor 3 1 0 0
der Préparation

in Aufweichbox

Summe 81 74 55

Abbildung 1: Abhéngigkeit des PCR-Erfolgs vor der Probenhistorie

Ubersicht iiber die untersuchten Préaparate, bei denen die Abdomenmazerations-Methode
angewendet wurde. Von insgesamt 81 Proben wurde bei 74 eine DNA-Menge von mindestens 200ng
erzielt. Die Qualitatskontrolle mittels PCR erbrachte bei 55 Proben eine Fragmentlange von
mindestens 300 Basenpaaren. Die maximale Fragmentlange von 831 bp des COI-Gens wurde bei
stets trocken gehaltenen Tieren sowie Proben, die in reinem, unvergélltem Alkohol aufbewahrt
wurden erreicht. Aus: Knolke, S., Erlacher, S., Hausmann, A., Miller, M.A. & Segerer, A.H. (2005): A
procedure for combined genitalia dissection and DNA extraction in Lepidoptera. Insect Systematics &
Evolution 35: 401-409, verandert.

Bei spateren Praparationen gréRerer Serien mit dieser Methode stellte sich die
Uberlegenheit der neuen Technik eindrucksvoll dar. Selbst dltere Sammlungstiere lieferten
dabei groRe Mengen an DNA, die zwar degradiert war. Wenn aber die PCR-Protokolle
angepasst wurden, und beispielsweise nur kurze Fragmente amplifiziert wurden, war auch
diese DNA aus historischem Gewebe durchaus brauchbar.

Ein weiterer Nebeneffekt ist, dass in einigen Féllen sogar die Eier in weiblichen Abdomina
erhalten wurden, die, nach Verfeinerung der Technik, rasterelektronenmikroskopisch
untersucht werden konnten (Junker et al. 2006) und Daten zur Struktur des Chorions und der

Mikropyle lieferten.

4.2 Analyseverfahren

Fir die Berechnungen der DNA-Sequenzen der Dungfliegen der Gattung Themira stellte sich
heraus, dass zwei der Proben so grof3e Licken in den erzielten DNA-Sequenzen aufwiesen,

dass die Stabilitat der Berechnungen negativ beeinflusst wurde (Laamanen, Meier, Miller,
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Hille & Wiegmann 2005). Deshalb wurden sie aus den einzelnen Analyseverfahren
ausgeschlossen.

Aufgrund der Resultate der Kongruenzuntersuchungen und der Jackknife-Unterstutzung war
die manuelle Alignierung der Sequenzen der computergestitzten mit vorgegebenen
Einstellungen weit Uberlegen. Fir beide Alignierungsverfahren verringerte sich der Wert,
wenn die Indels als fehlende Merkmale gewertet wurden, und nicht als funftes Merkmal. Die
Merkmalsinkongruenz nahm beim manuellen Alignierungsverfahren jedoch stérker ab. Auch
die Werte der ILD und RILD-Berechnungen waren, bis auf zwei Ausnahmen, bei den
Analysen, die die Indels als flnftes Merkmal werteten, am geringsten, und stachen damit die
Bewertung der Indels als fehlendes Merkmal ebenso aus.

Das Abwerten der 3. Basenpositionen flihrte nie zu hohen Jackknife-Werten, erhéhte
dagegen aber den Merkmalskonflikt (ILD, RILD). Wurde dagegen das Gewicht der
Transversionen erhoht, fihrte dies zu allgemein besserer Baumunterstiitzung und
verringerten ILD-Werten. Insgesamt war die Gewichtung der Transversionen mit den Werten
2 oder 4 bevorzugt beziglich der Kongruenz und der Verzweigungsunterstitzung,
wohingegen das alleinige Aufwerten der Transversionen an den 3. Positionen keine
Verbesserung der Kongruenz und Verzweigungsunterstitzung brachte.

Der Beitrag der einzelnen Gene wurde mit den Bremer-Unterstitzungswerten gemessen. Bei
den bevorzugten Analyseparametern (manuelles Alignment, Transversionengewichtung 2,
Indels werden als finftes Merkmal gewichtet) wurde berechnet, dass mehr als die Halfte der
phylogenetisch informativen Basenpositionen und der Gesamtunterstitzung des
Datensatzes allein vom locus COI herruihrt. Deshalb wurden von jedem einzelnen Gen
phylogenetische Analysen berechnet. Der Baum der einzelnen Gene war identisch mit dem
Baum des kombinierten Datensatzes. Allerdings weist der Baum, der sich aus allen nicht-
COI-Genen erzeugt wurde, eine anndhernd identische Topologie wie der COI-Baum auf.
Insgesamt gesehen zeigten die PBS-Werte einen gegeniber dem nukledren Gen EF-la
erhdhten Beitrag zu den Verzweigungsunterstiitzungen von den mitochondrialen Genen, das
sogar einen negativen Beitrag lieferte.

Die Grundlage der Korrelationsanalysen ist die Tatsache, dass ILD und RILD eng verbunden
sind. Die Verhdltnisse zwischen der Gesamtauflosung und den topologischen
Kongruentwerten sind: 1. geteilte Verzweigungen bei strikten Konsensusberechnungen:
r=0,551; 2. bei semistriktem Konsensus: r=-0,284; 3. taxonomischer RILD: r=-0,291; 4. Mal}
der Unterschiede symmetrischer Baume: r=-0,301. Das Verhaltnis zwischen der
topologischen Kongruenzmassen und ihre Korrelation mit der Merkmalsinkongruenz reicht
von moderat bis stark.

Bei dieser sehr umfangreichen Sensivitdtsanalyse mit 18 verschiedenen

Gewichtungsregimen bei zwei verschiedenen Alignmentmethoden und drei verschiedenen

-38 -



DNA-Taxonomie in der Entomologie Dissertation Michael A. Miller

Versionen der Aufteilung des Datensatzes wurden zusatzlich verschiedene Kriterien
verwendet, um die besten Analyseparameter herauszufinden, wie topologische Kongruenz,
Merkmalsinkongruenz und phylogenetisches Signal. Es hétten also viele verschiedene
Analyseparameter favorisiert werden konnen. Es zeigte sich aber, dass in 90% der Féllen die
optimalen Werte bei vier verschiedenen Gewichtungsregimen gefunden wurden, die alle das
Abwerten der Transitionen (ti=0, tv=2, 4 oder 6) beinhalten. Bei der Behandlung der Indels
konnte man davon ausgehen, dass eine Eliminierung derselben, also das Behandeln als
fehlendes Merkmal, das Rauschen im Datensatz verringern kénnte. Es zeigte sich aber
genau das Gegenteil: die Signale wurden klarer, wenn den Indels ein flnfter
Merkmalszustand zugewiesen wurde, und die Unterstitzungswerte verbesserten sich.
Transitionen und dritte Basenpositionen von proteinkodierenden Genen evolvieren schneller
und sind deshalb eher im Sattigungsbereich als erste und zweite Kodonpositionen und
Transversionen (Broughton et al. 2000; Wakeley 1996). Aufgrund dieser theoretischen
Uberlegungen haben manche Autoren vorgeschlagen, dass dritte Kodonpositionen und
Transitionen mindestens abgewertet, aber auch ganz von phylogenetischen Analysen
ausgeschlossen werden sollten (Swofford et al. 1996, Wenzel & Siddall 1999). Bei
empirischen Test jedoch wurde gefunden, dass sie nicht nur bei jungen Taxa und
Verzweigungen zu verwenden sind (Cho et al. 1995; Allard et al. 1999; Wenzel & Siddall
1999; Sennblad & Bremer 2000), sondern auch bei eher alten Gruppen wie den Saugetieren
lieferten sie eine gute Unterstiitzung bei den Analysen. Selbst bei Analysen, in denen
paarweise Distanzplots eine Sattigung aufzeigten (z. B. Yoder et al. 1996), waren die dritten
Positionen wertvoll. Auch in der vorliegenden Arbeit wird der Wert der dritten Positionen
bestétigt. Zudem verringert sich die phylogenetische Aussagekraft dramatisch, wenn die
dritten Positionen unbericksichtigt werden, was sich bei der Analyse der Jackknife-
Unterstitzung deutlich zeigt. Sollten die dritten Positionen also nur Rauschen erzeugen,
wirde man kaum erwarten, dass sie eine Art hierarchische Struktur generieren, die hohe
Verzweigungsunterstitzung hervorruft.

Bei den Transitionen zeigte sich, dass ein gemalRigtes Abwerten besser ist als ein radikales,
da auch sie ein beachtenswertes phylogenetisches Signal beinhalten. Eine Gewichtung der
Transversionen mit 2 oder 4 erwies sich hier als am besten geeignet, die hdchsten
Unterstutzungswerte aus dem gegebenen Datensatz zu erhalten.

Zum Alignment gibt es eine Vielzahl von Kommentaren und die wiederholbare, objektive
Methode des computerisierten Alignens scheint der manuellen Uberlegen. Die vorliegende
Analyse zeigt aber, dass eine vorgeschaltete Sensitivitditsanalyse einen Hinweis darauf
geben kann, welche Alignmentmethode fir einen gegebenen Datensatz die bessere ist.

Der Zusammenhang zwischen den unterschiedlichen KongruenzmalRen und

Unterstutzungswerten solle ebenfalls untersucht werden, wozu ILD und RILD verwendet
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wurden. Wichtig ist dabei der Hinweis, dass hier ILD als einfaches heuristisches Mal3 fur
Kongruenz verwendet wird. Insgesamt wurde eine beachtliche Ubereinstimmung zwischen
ILD (und RILD), Jackknife-Unterstitzung und topologischer Kongruenz gefunden. Die
meisten ILD- und RILD-Werte favorisieren dieselben Gewichtungsregime wie die
Verzweigungs-Unterstutzungswerte und die topologischen Kongruenzmalfie.

Die Berechnung der Gesamtunterstiitzung eines Baums erfolgte mit dem Jackknife-
Verfahren, weil hierbei die Werte weniger mit der topologischen- wund der
Merkmalsinkongruenz in Beziehung stehen. Dennoch ist dieses Verfahren sehr ahnlich dem
Bootstrap-Verfahren.

Interessanterweise lieferte das untersuchte COI-Gen fast die gesamte Baumunterstiitzung.
Man konnte einwenden, dass dieses Gen aufgrund seines groRen Beitrags zum
Gesamtdatensatz die anderen Gene Uberwiegt. Dennoch zeigen auch die Analysen der
restlichen Gene ohne das COI-Gen annahernd dieselbe Toplogie wie das COI-Gen allein,
was diesen Einwand entkraftet. AuRerdem ist beachtenswert, dass das einzige nukleére Gen
einen negativen Beitrag zu den Gesamtunterstiitzungswerten liefert und, alleine betrachtet,
die Phylogenie der Gattung Themira innerhalb der Sepsidae nur unklar, ja falsch abzubilden

vermag, deren Monophylie durch die anderen Sequenzdaten eindeutig unterstitzt wird.
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Abbildung 2: Phylogenie der Gattung Themira

Sparsamster Baum aller Alignments und Idel-Bewertungen mit den optimalen Analysebedingungen (tv
= 2). Die schwarzen Felder im Sensitivitatsplot bedeuten Ubereinstimmung, die weien Widerspruch
und die grauen keines von beiden (Polytomien). MF = manuelles Alignment, Indels = flinftes Merkmal,
MM = manuelles Alignment, Indels = fehlendes Merkmal; CF = Clustal - Alignment, Indels = finftes
Merkmal; CM = Clustal - Alignment, Indels = fehlendes Merkmal. Die angenommene Stellung von T.
leachi und T. gracilis wird durch die Pfeile angezeigt. Gleiche Gewichtung bei der MM — Analyse
widerspricht der Verzweigung 4. Die Unterstiitzung ist auf den Asten als Jackknife / Bremer—Support -
Werte ausgewiesen. Aus: Laamanen, T. R., Meier, R., Miller, M.A., Hille, A. & Wiegmann, B.M.
(2005): Phylogenetic analysis of Themira (Sepsidae: Diptera): Sensitivity Analysis, Alignment, and
Indel Treatment in a Multigene Study. Cladistics 21 (2005): 258-271.
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4.3 Neubeschreibungen

Bei der Neubeschreibung von Leucoblepsis taiwanensis (Buchsbaum & Miller 2002) zeigte
sich eine genetische Variationsbreite von 10,25% zwischen der neuen Art und des
intrafamiliaren Vergleichsvertreters Drepana falcataria (154 variable Positionen von 1502bp
COl), sowie 13,79% zum AulRengruppenvertreter Bombyx moori. Innerhalb der Typenserie
waren 17 Positionen variabel, die alle einzeln aufgefiihrt wurden (s.u.). Die resultierende
Sequenzdivergenz von 1,09% scheint zwar erwartungsgemalr’ gering, birgt aber dennoch ein
leichtes phylogenetisches Signal bei acht der 17 Positionen. Alle Sequenzdaten wurden in
GenBank deponiert, um Leucoblepsis taiwanensis mit seiner spezifischen DNA-Sequenz der

Wissenschaft auch fur online-Bestimmungen leicht verfigbar zu machen.

A: Holotyp von Leucoblepsis taiwanensis sp. n. | B: Paratyp von Leucoblepsis taiwanensis sp. n..

Abbildung 3: Holotypen der neubeschriebenen Leucoblepsis taiwanensis sp. nov.

g{:t?:esrng (F;(gl 66 | 255 | 258 | 402 | 708 | 747 | 979|999 | 1083 | 1098 | 1198 | 1287 | 1308 | 1314 | 1319 | 1362 | 1404
gﬂ%%ioows AlT|c|c|A|T|A|Cc|T|T|cCc|G T G| C
Eﬁiﬂ;goy)% AlA|A|T|A|T|G|T|T|Cc|T|G|A|T|A|G|T
ey |G/A|A|TIA|T|A|[T|T|c|T|G6|T|A|C|G|T
e |A|T|ClC|lA|T|Alc|T|T|Cc|G|A|T|A|G]|C
D aos7a | G clTlAalc|alc|T|c|T|lAlA|T|A|G|T
o |G| T|C|IT|G|T|Alc|c|c|T|G|A|T|[A|A|T

Abbildung 4: Tabelle der variablen Basenpositionen bei Leucoblepsis taiwanensis sp.nov.

Die variablen Basenpositionen des COI-Gens beim Holotyp und funf der Paratypen der neuen
Drepanidenart Leucoblepsis taiwanensis Buchsbaum & Miller, 2002. Das, wenn auch geringe,
phylogenetische Signal kénnte auf die Existenz von zwei Unterarten in der Typenserie hinweisen.
Abb. 3&4 aus: Buchsbaum, U. & Miller, M.A. (2002): Leucoblepsis taiwanensis sp. nov., a hew
species of Drepanidae from Taiwan (Insecta: Lepidoptera). Formosan Entomologist 22: 101-114,
verandert.
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Es konnte gezeigt werden, dass in wissenschaftlichen Neubeschreibungen der technische
Aufwand bei der Einbeziehung von DNA-Sequenzdaten vergleichsweise gering gehalten
werden kann und auch bei Gruppen, von denen noch kaum Informationen Uber deren
molekulare Ausstattung verfigbar ist, zumindest der Grundstein fir die molekulare Kenntnis
gelegt werden sollte.

Ebensolches galt fiir die Neubeschreibung von Paracymoriza naumanniella Buchsbaum,
Speidel & Miller, 2004 (siehe Anhang). Die Sequenz des Holotyps bestand aus 1230bp des
COI-Gens, vier der elf Paratypen wurden komplett mit jeweils 1530bp COI sequenziert. Die
Variationsmatrix war hier noch homogener als bei der vorgenannten Arbeit: nur sechs

variable Positionen fanden sich innerhalb des COI-Gens, das entspricht 0,39%.

Proben-Status&ID | Pos. COI:|69]309 351|708 1113|1283
gmt%%iozszo G| T|T|G| A na
F[;T\rlaAt%pAu;ézsm GIT|T|G|A|T
F[;T\rlaAt%pAu%zsze, G|T|T|G| A |G
Eagla;¥p:232824 AlC|IC|A |G | T
Eagla;¥p:232825 GIT|T|G|A|T

Abbildung 5: Tabelle der variablen Basenpositionen bei Paracymoriza naumanniella sp. nov.

Die variablen Basenpositionen des COI-Gens beim Holotyp und vier der Paratypen der neuen
Zunslerart Paracymoriza naumanniella Buchsbaum, Speidel & Miller, 2004. Die Abklrzung ,n.a.“ bei
Position 1283 des Holotyps bedeutet, dass an dieser Stelle keine Sequenzinformation vorhanden war.
Aus: Speidel, W., Buchsbaum, U. & Miller, M.A. (2005): A new Paracymoriza species from Lombok
(Indonesia) (Lepidoptera, Crambidae). Bonner Zoologische Beitréage 53 (1/2), 227-234, verandert.

Dieser sehr geringe Sequenzunterschied mag auch darauf beruhen, dass die Typenserie zur
Géanze am locus typicus gesammelt wurde und die Individuen damit wohl einer einzigen

Population angehdrten.
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0,5cm

Abbildung 6: Typen von Paracymoriza naumanniella sp. nov. Speidel, Buchsbaum & Miller,
2004

Paracymoriza naumanniella sp. n. Holotyp (ménnlich) (A) und ein Paratyp (weiblich) (B). Indonesien,
Nord - Lombok, Gunung, Rinjani NP, Air terjun, in der Nahe des Dorfes Senaru, ca. 500 - 600 m,
08°18' S/ 116°24' E, 28. Dezember 2003, TF, leg. Mei-Yu Chen & Ulf Buchsbaum. Aus: Speidel, W.,
Buchsbaum, U. & Miller, M.A. (2005): A new Paracymoriza species from Lombok (Indonesia)
(Lepidoptera, Crambidae). Bonner Zoologische Beitrage 53 (1/2), 227-234.

Zusatzlich zu Lebend- und Praparatefotos konnten in dieser Arbeit auch Genitalabbildungen,
Fundortfotos und rasterelektronenmikroskopische Fotos eines bei der Mazeration des
Abdomens gefundenen Eis geliefert werden, womit eine Vielzahl verschiedener
Charakteristika dieser neuen Art in die Erstbeschreibung inkludiert wurden.

Bei ldaea nigra Hausmann & Blasius, 2007 von La Gomera, Kanarische Inseln, wurde
erfolgreich die Trennung von den erstbeschreibenden Autoren und den Koautoren des die
Erstbeschreibung beinhaltenden Aufsatzes vollzogen. Hintergrund ist die Tatsache, dass
manche erstbeschreibenden Wissenschaftler zwar einerseits gerne molekulare Daten in die
Neubeschreibung einflieRen lassen mdchten, diese aber nicht selbst generieren kdnnen. Der
zu Hilfe gezogene Kollege soll fur seine Arbeit als Koautor ,entlohnt* werden, nicht aber als
Autor der namenstragenden neuen Art aufscheinen. Deshalb behilft man sich mit einer Form
der Publikation, die als Aufsatz nicht die Erstbeschreibung IST, sondern sie BEINHALTET
(Hausmann, Miller, Leipnitz & Blasius 2007). Der Methodenteil konnte hier entsprechend
knapp gehalten werden, da die Generierung der molekularen Daten inhaltlich nicht
entscheidend war, sondern vielmehr das Resultat. Dieses zeigte, dass auf den 440bp COI-

Sequenz keine Variabilitat gefunden wurde.
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Abbildung 7: Idaea nigra Hausmann & Blasius sp. nov.

1. Holotype (mannlich), Kanarische Inseln, La Gomera, Valle Gran Rey, La Playa, 50m, e.o.
24.VII1.2006 (30.V.2006), leg. R. Blasius, coll. ZSM (photo AH). Scale bar = 1 cm. 2: Weibchen in
Ruhestellung (Paratyp), Kanarische Inseln, La Gomera, Valle Gran Rey, La Playa, 50m, e.o. F2,
November 2006 (Foto M. Leipnitz). Aus: Hausmann, A., Miller, M. A., Leipnitz, M. & Blasius, R.
(2007): Idaea nigra Hausmann & Blasius, sp. n. from La Gomera, Canary Islands, Spain (Lepidoptera:
Geometridae, Sterrhinae). SHILAP Revta. lepid., 35 (140): 1-7.

Diese Sequenzen wurden in einem kleinen Datensatz einer friiheren Arbeit mit den DNA-
Sequenzen von zehn anderen West - paldarktischen ldaea-Arten verglichen, wobei als
Schwesterart Idaea charitata (Rebel, 1914) identifiziert wurde. Die Sequenzdifferenz betrug
3,6%. Da aufgrund eines weiteren Sequenzierprojektes von insgesamt 44 Arten der Gattung
Idaea 115 Vergleichssequenzen zur Verfligung standen, konnte die genetische Distanz auch
graduell beurteilt werden. Die infraspezifische Varianz betrédgt demnach in dieser Gattung
gemittelt 0,34%, die mittlere infragenerische Sequenzvariationsbreite betragt 10,1%. Damit
ist der o.a. Wert von 3,6% zwischen der neuen Art Idaea nigra und Idaea charitata auf
niedrigem Niveau, was das Schwesterverhaltnis der beiden Arten verdeutlicht. Die Einteilung
von |. nigra in die rusticata-Artengruppe erfolgte durch die Clusterung der beiden
Schwesterarten mit den Arten |. rusticata ([Dennis & Schiffermiller], 1775) (6,1%
Sequenzunterschied) und |I. filicata (HUbner, 1799) (7,5% Sequenzunterschied). Durch die
Dokumentation der ersten Stande, Fotos des Fundortes und des Lebend-Habitus, der Raupe
und Puppe und der Genitalarmaturen sowie REM-Fotos der Cremaster der Puppe und des
Chorion des Eis konnte die neue Art auf einzigartige Weise erfasst und der Wissenschaft
prasentiert werden. Als nicht zufriedenstellend bleibt aber anzumerken, dass die
Rohsequenzen der DNA im Text nicht aufscheinen, sondern nur die Akzessionsnummern

der GenBank-Datenbank angegeben sind, unter der die COI-Sequenzen hinterlegt wurden.

Dieses Manko wurde bei Miller (2009) vermieden, indem samtliche Rohsequenzen als
Textbestandteile gedruckt in der Erstbeschreibung erschienen und damit integraler

Bestandteil wurden. Fur die neue Art Colias jomooseri Miller 2009 wurden somit 1110bp COI
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und 134bp H3 definiert, fur C. wernerbacki Miller, 2009 sogar 1540bp COI, 328bp H3, 458bp
EF-1lo und 528bp 28SrDNA, insgesamt also 2854bp des jeweiligen Holotyps (siehe Abb. 5).
Zunachst wurde die Konspezifitdt der beiden Individuen der recht variablen Gattung Colias
durch Sequenzvergleich ausgeschlossen, wozu das COI-Gen Uber die gesamte homologe
Lange von 1110bp verwendet wurde. Es ergab sich eine Sequenzdifferenz von 3,33%, was
nach eigener Erfahrung mit Pieriden, aber auch gestitzt durch Befunde anderer Autoren
(Wheat & Watt 2008) die innerartliche Variationsbreite um etwa das Zehnfache Ubersteigt.

A: Oberseite von Colias jomooseri sp. nov. B: Unterseite von Colias jomooseri sp. nov.

C: Oberseite von Colias wernerbacki sp. nov. D: Unterseite von Colias wernerbacki sp. nov.

Abbildung 8: Holotypen der neubeschriebenen Colias-Arten

Aus: Miller, M.A. (2009): Colias jomooseri spec. nov. und Colias wernerbacki spec. nov., zwei neue
Gelblingsarten vom Himalaya - Gebirge, Bhutan (Lepidoptera: Pieridae). Atalanta 40 (3/4): 479-486;
529-530.

In einer tabellarischen Gegeniberstellung eventuell infrage kommender konspezifischer
Taxa mit ahnlichem Habitus und/oder Verbreitungsgebiet, basierend auf einem 343bp langen
Teilstiick des COI-Gens betrug die genetische Distanz zwischen 2,62% (C. wernerbacki vs.
C. stolitzkana miranda) und 4,37% (C. jomooseri und C. wernerbacki vs. C. t. tamerlana; C.
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jomooseri vs. C. t. thibetana). Diese Werte fallen im Vergleich zu den Populationsanalysen
von Wheat & Watt (2008) so deutlich erhéht aus, dass die Neubeschreibung der beiden
Arten dringend angezeigt war, um sie der Wissenschaft verfugbar zu machen. Die
Differentialdiagnose erstreckte sich bei dieser Arbeit in einzigartiger Weise zusétzlich auf die
molekularen Merkmale und bestétigt damit die Rechtfertigung der Beschreibung.

4.4 Artabgrenzungen/Phylogenie

Die Untersuchungen des engeren Verwandtenkreises innerhalb des Artenkomplexes um
Anthocharis cardamines (Back, Knebelsberger, Miller 2006a) erfolgten auf der Basis von
314bp des COI-Gens. 23 Probentiere wurden ausgewdahlt, dazu kamen sechs bereits
publizierte DNA-Sequenzen aus GenBank und mit Pieris napi ein Aul3engruppenvertreter.
Die Sequenzen aller Tiere wurden tabellarisch abgebildet, um die variablen Positionen zu
veranschaulichen. Innerhalb der Anthocharis-Sequenzen waren 66 variabel, was einem
Anteil von 21% entspricht. Innerhalb der Unterarten von A. cardamines waren es immerhin
noch 13 variable Positionen, also 4,1%. Die graduellen Unterschiede zwischen den
Artenpaaren A. cardamines ssp. und anderen Anthocharis — Arten lag zwischen vier
variablen Positionen zwischen A. c. phoenissa und A. thibetana bis zu 28 variablen
Positionen zwischen A. c. phoenissa und A. scolymus.

Die Unterarten von A. cardamines formten ein engmaschiges Cluster, das die
Haplotypenbeziehungen veranschaulicht (siehe Abb. 6). Es lieRen sich die Untergruppen
.,phoenissa“, ,carolinae“, ,cardamines® und ,sshikii“ abgrenzen und definieren: Die
Untergruppe ,phoenissa“ zeigt keine Autapomorphien und keine terminale Stellung in der
Netzwerkanalyse, aber die genetischen Distanzen zu den Nachstverwandten sind
erstaunlich hoch. Dass aber persistierender Genaustausch moglich ist, zeigt sich auch auf
morphologischer Ebene: Tiere vom Rand des Verbreitungsgebietes, beispielsweise aus
Anatolien, weisen Merkmale dieser und der angrenzenden A. c. cardamines auf. Die
.carolinae® — Untergruppe zeigt deutlich héhere Distanzwerte als die anderen Untergruppen.
Sie dhneln denen von gut getrennten Arten. Da dieses Taxon zusétzlich an einer terminalen
Position im Netzwerk aufscheint, ist die Behandlung von A. c. carolinae als species bona

ebenfalls zu Uberlegen.
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A. cardamines subspecies-group

Abbildung 9: Netzwerkanalyse der Unterarten von Anthocharis cardamines

Aus: Back, W., Knebelsberger, T. & Miller, M.A. (2006a): Molecular investigation of the species and
subspecies of the genus Anthocharis BOISDUVAL, RAMBUR, DUMERIL & GRASLIN, 1833 with special
focus on the cardamines — group (Lepidoptera: Pieridae). Linneana Belgica 20 (6), 245-253.

Die Untergruppe ,cardamines“ mit Populationen von A. c. cardamines deckt ein
Untersuchungsgebiet tber ganz Eurasien ab. Dadurch ergeben sich viele genetische
Beziehungen zwischen den einzelnen Vertretern, wozu auch die Unterarten A. c. kobayashi,
A. c. alexandra und A. c. progressa gehdren, die sich nicht deutlicher abtrennen lassen und
neuere Speziationsprozesse abbilden. Terminale Positionen nehmen hier die Unterarten A.
c. meridionalis von Spanien und A. c. callisto von Tadschikistan ein, die sich schon
weitestgehend von den anderen Populationen und Unterarten isoliert haben. Die
Untergruppe ,isshikii“ besteht aus dieser und der Unterart A. c. hayashii, sie zeigt
genetische Verbindungen zu A. c. cardamines und A. c. phoenissa und scheint sich weiter zu

isolieren, wofur die terminale Stellung von A. c. isshikii ein Indiz sein konnte.
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Bei der Arbeit Uber die Untergattung Elphinstonia Klots, 1930, ging es um die
phylogenetische Analyse und die der Verwandtschaftsverhéltnisse der bekannten Taxa
innerhalb dieser Untergattung (Back, Knebelsberger & Miller 2006b). Die Resultate zeigten
eine klarere Auftrennung der Taxa, als es bei der Anthocharis-Analyse der Fall war (siehe
Abb. 7). Dies lag daran, dass hier samtliche bekannte Arten in die Analyse einbezogen
wurden und aufgrund der gréReren genetischen Distanzen die standardméafigen
phylogenetischen Algorithmen der Parsimonie, Likelihood und Bayesianischen Analyse
Anwendung fanden. Zunachst wurde damit die Monophylie der Untergattung bestatigt.
Zudem teilt sich die Untergattung mit hoher Unterstitzung in zwei Gruppen: die ,charlonia-

Gruppe* und die ,tomyris-Gruppe®.
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Abbildung 10: Phylogenetische Verwandtschaftsverhéltnisse der Untergattung Elphinstonia

Aus: Back, W., Knebelsberger, T. & Miller, M.A. (2006b): The phylogenetic relationships of the
species and subspecies of the subgenus Elphinstonia KLoTs, 1930 (Lepidoptera: Pieridae). Atalanta
20 (6), 245-253.

Die ,charlonia-Gruppe® bestand aus den Arten Elphinstonia charlonia, E. bazae, E. lucilla,
E. transcaspica und E. penia. Die ,tomyris-Gruppe“ bestand aus den Arten Elphinstonia

tomyris, E. lessei und E. ziayani mit jeweils hoher bis sehr hoher statistischer Unterstitzung.
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Ein unerwartetes Ergebnis war die Position von E. penia innerhalb der ,charlonia-Gruppe®,
da diese Art aufgrund ihres Phanotyps und ihrer Okologie eher als Teil der ,tomyris-Gruppe*
betrachtet wurde. E. penia ist weit verbreitet in der Schwarzmeerregion und besiedelt dicht
bewachsene Habitate, in denen auch die Raupenfutterpflanze Mattiola sp. (Brassicaceae)
gedeiht. Zudem unterscheiden sich die Raupen und Puppen deutlich von denen von E.
charlonia, E. bazae und E. transcaspica, alles Arten, die in Steppen- und Wistengebieten
beheimatet sind.

Zwei Arbeiten befassten sich mit der Gattungsanalyse der Grof3gattung Euchloe Hibner,
[1819]. Die erste der beiden (Back, Knebelsberger & Miller 2008) befasst sich ausfiihrlich mit
den elf bekannten paldarktischen Arten der Gattung und errichtete eine stabile
phylogenetische Baumrekonstruktion dieser Arten und einiger Unterarten (siehe Abb. 8). Die
genetischen Distanzen zwischen den mit einbezogenen Unterfamilien schwankten zwischen
12-15%, diejenigen der Gattungen zwischen 5-11%, die von Artengruppen zwischen 5-10%
und die von ausgewahlten, nachstverwandten Arten untereinander zwischen 2-4%.
Untersuchte Unterarten lagen noch darunter (1-2%).

Zuerst fiel bei diesem Ubergreifenden Analyseansatz auf, dass die Arten um E. tagis als
Monophylum derart grof3e genetische Distanzen zu den anderen Gattungen aufwiesen, dass
dieses Taxon konsequenterweise als neue Gattung Iberochloe Back, Knebelsberger & Miller,
2008 abgetrennt wurde. Die Gattung Iberochloe enthalt zwei gute Arten. Neben |. tagis
(Hubner, 1804) ist das I. pechi (Staudinger, 1885) mit deutlich unterschiedlichem Habitus,
obwohl beziglich Raupe, Puppe und Lebensweise keine Unterschiede bestehen
(Basendifferenz fast 3 %). Es wurden aber habituelle Ubergangsformen zu tagis (vgl. ssp.
reisseri, Back & Reissinger 1989) beschrieben. Hier hat das isolierte Vorkommen am Ende
des Verbreitungsareals offensichtlich zur genetischen Differenzierung geftihrt (allopatrische
Speziation). Die weiteren Taxa castellana (Verity, 1911), bellezina (Boisduval, 1829) und
piemonti (Back, 2001) zeigen zwar bei mehreren Basenpaaren Unterschiede, graduell liegen
diese aber im infraspezifischen Bereich, so dass hier auch aus phylogenetischer Sicht von

gut definierten Unterarten gesprochen werden kann.
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Euchloe

Vi

IV

——

’— WBO082 Euchloe insularis sardoa Sardinien
WB137 Euchloe i. insularis Korsika
WB139 Euchloe c. crameri Marokko
WB142 Euchloe c. crameri Marokko
WB166 Euchloe c. crameri Marokko
WB190 Euchloe c. crameri Tunesien
WB141 Euchloe c. crameri Marokko
WB028 Euchloe c. crameri SSpanien
WB135 Euchloe c. crameri ltalien
WB160 Euchloe c. crameri ltalien
WB098 Euchloe m. melanochloros Marokko
WB189 Euchloe m. melanochloros Algerien
WB195 Euchloe m. melanochloros Algerien
WB193 Euchloe m. melanochloros Algerien
WB097 Euchloe m. melanochloros Marokko
WBO084 Euchloe melanochloros aegyptiaca Israel
WBO085 Euchloe melanochloros aegyptiaca Syrien

WBO079 Euchloe s. simplonis Frankreich
WB158 Euchloe s. simplonia Italien
WB159 Euchloe s. simplonis Italien
WB134 Euchloe s. simplonia Schweiz
WB175 Euchloe ausonia jakutia OSibirien
WB133 Euchloe ausonia jakutia OSibirien
WB132 Euchloe ausonia jakutia OSibirien
WB113 Euchloe ausonia dubatalovi Altai
WB112 Euchloe ausonia dubatalovi Altai
WBO078 Euchloe ausonia dubatalovi Altai
WB187 Euchloe ausonia naina Sayan
WBO049 Euchloe ausonia ssp.nov. Kamchatka
WB207 Euchloe ausonia ssp.nov. Kamchatka
WB176 Euchloe ausonia kusnezovi NSibirien
WB206 Euchloe ausonia kusnezovi NSibirien
_LWBOBO Euchloe ausonia alaica WTianShan
WB145 Euchloe ausonia alaica Kirgistan
WB130 Euchloe ausonia kruegeri Sizilien
WB164 Euchloe ausonia kruegeri Sizilien
WB131 Euchloe ausonia taurica Zypern
— WBO010 Euchloe ausonia taurica Armenien
WBO086 Euchloe ausonia taurica Niran
WB148 Euchloe p. persica Slran
WB149 Euchloe p. persica Slran
WBO087 Euchloe p. persica Slran
WBO051 Euchloe ausonides ogilvia Kanada
WB106 Euchloe a. ausonides USA
WBO025 Euchloe daphalis pulverata Kasachstan
WB150 Euchloe daphalis pulverata Kasachstan
WB129 Euchloe daphalis pulverata Turkmenistan
WB157 Euchloe daphalis pulverata Kasachstan

—

WB

II

III

WBO088 Euchloe d. daphalis Pakistan

101 Euchloe d. daphalis Pakistan
WBO081 Euchloe sp.nov. GranCanaria
WB184 Euchloe sp.nov. GranCanaria
WB185 Euchloe sp.nov. GranCanaria
WB186 Euchloe sp.nov. GranCanaria
WB188 Euchloe sp.nov. GranCanaria
WB162 Euchloe e. eversi Teneriffa
WB168 Euchloe e. eversi Teneriffa
WB153 Euchloe h. hesperidum Fuerteventura
WB163 Euchloe h. hesperidum Fuerteventura
WB152 Euchloe h. hesperidum Fuerteventura
WBO037 Euchloe b. belemia SSpanien
WB127 Euchloe belemia palaestinensis Iran
WB156 Euchloe belemia palaestinensis Jordanien

]

WBO038 Euchloe b. belemia SSpanien
WB094 Euchloe creusa emiorientalis Altai
WB095 Euchloe creusa emiorientalis Altai
WB179 Euchloe creusa orientalis Sibirien
WB180 Euchloe creusa orientalis Sibirien

I

DQ148917 Pieris napi

DQ148941 Euchloe olympia NAmerika

WB204 Euchloe h. hyantis USA

-

[ WB089 Euchloe f. falloui Marokko
WB144 Euchloe f. fall

oui Israel

WBO034 Iberochloe tagis granadensis Spanien
WBO036 Iberochloe tagis davidii Spanien
WB169 Iberochloe tagis castillana Spanien
WB181 Iberochloe tagis reisseri Marokko

WB198 Iberochloe tagis bellezina Frankreich
WB138 Iberochloe tagis piemonti Italien

WB199 Iberochloe p. pechi Algerien

WBO042 Anthocharis cardamines Deutschland

WB026 Elphinstonia charlonia Aegypten

AF044888 Papilio rutulus

Abbildung 11: Distanzanalyse-Baum der Gattungen Euchloe und Iberochloe gen. nov.

Aus: Back, W., Knebelsberger, T. & Miller, M.A. (2008): Molekularbiologische Untersuchungen und

Systematik der

paldarktischen Arten von Euchloe HUBNER,

Entomologische Zeitschrift Stuttgart 118 (4): 147-169.
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Ebenso wurde die Untergattung Elphinstonia in den Gattungsrang erhoben, womit die
Anthocharidini innerhalb der Pierinae nun aus den funf Gattungen Iberochloe, Euchloe,
Anthocharis, Elphinstonia und Zegris bestehen.

Die nach dieser Analyse neu geordnete Gattung Euchloe Hibner, [1819] enth&lt nunmehr im
paldarktischen Verbreitungsgebiet 13 gut unterscheidbare und genetisch definierte Arten, die

sich wiederum in sechs Artengruppen einteilen lassen:

Artengruppe | liegt an der Basis des Kladogramms und wird reprasentiert durch E. falloui
(Allard, 1867). Im grof3en Verbreitungsgebiet mit teilweise sehr isoliertem Vorkommen sind
die Basenunterschiede dennoch nur gering (< 1 % bei Tieren von Marokko und Israel). Da
sowohl im Genotyp als auch im Phanotyp gewisse Ahnlichkeiten mit I. tagis vorhanden sind,
kénnte diese Art als “Bindeglied“ zwischen den beiden Gattungen Euchloe und Iberochloe

angesehen werden.

Die Artengruppe Il wird von E. creusa (Doubleday & Hewiston, 1847) reprasentiert. Die
Stammform ist nearktisch in Alaska, Yukon und in den Rocky Mountains verbreitet. Von NO-
Sibirien und Kamchatka wurde die Unterart orientalis (Bremer, 1864) und vom Altai die
Unterart emiorientalis Verity, 1911 beschrieben. Trotz weit entfernter Fundorte der
Probentiere war bei den 4 Exemplaren (Altai, Jakutien, Bilibino) kein genetischer Unterschied
festzustellen. Dies spricht fur einen intakten Genaustausch im gesamten Gebiet und zeigt
sich auch im Phénotyp, der bis auf emiorientalis keine signifikanten Unterschiede bei den

verschiedenen Populationen aufweist.

Die Artengruppe Il wird durch die Art E. belemia (Esper, 1799) reprasentiert. Dabei weisen
Tiere von Siidspanien, Palastina und Persien eine hohe genetische Ubereinstimmung auf,
was fir einen hohen Grad an genetischem Austausch innerhalb des Verbreitungsgebiets von
Portugal und Spanien Uber N-Afrika bis Persien spricht. Allerdings bestehen deutliche
genetische Unterschiede bei den Populationen der Kanarischen Inseln. Hier sind die Tiere
von Fuerteventura noch am néachsten mit der Stammform verwandt, besitzen aber eine
genetische Distanz zur Stammform von mehr als 2 %, was zur Aufwertung der bisherigen
Unterart hesperidum Rothschild, 1913 auf Artniveau fihrt. Der genotypische und
phanotypische Unterschied zur Stammform ist bei den Populationen von Teneriffa und Gran
Canaria noch deutlicher. Hier haben sich durch langfristige Isolation eigenstdndige
Genotypen (Unterschiede in 9 Basenpaaren, entspricht mehr als 2 % Sequenzdifferenz)
entwickelt, so dass es sich um gute Arten handelt. Die Tiere von Teneriffa erhalten somit den
Artnamen E. eversi Stamm, 1963, die Tiere von Gran Canaria wurden mittlerweile als E.

grancanariensis Acosta, 2008 neu beschrieben.
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Zur Artengruppe IV gehoren Tiere, die bisher meist als E. daphalis (Moore, 1865) bzw. E.
pulverata (Christoph, 1884) determiniert wurden. Erstere Art wurde aus dem NW-Himalaya
beschrieben. E. pulverata kommt im ndrdlich angrenzenden Gebiet (Kyrgyzstan, Tajikistan)
sowie in den transkaspischen Steppen bis ins ostliche Kasachstan vor. Die genetischen
Unterschiede zwischen den beiden Taxa sind nur gering, so dass es sich nach der
empfohlenen taxonomischen Bewertung lediglich um zwei Unterarten handelt. Aus
zoogeographischer Sicht kann ein gewisser Genaustausch Uber die Taler des westlichen
Himalayas und Uber den westlichen Tian Shan auch nicht ausgeschlossen werden.

Da der Name daphalis Prioritdt hat, besteht die genetisch gut abgegrenzte Gruppe IV
konsequenterweise nur aus der einen Art E. daphalis mit den beiden Unterarten E. d.

daphalis und E. d. pulverata.

Die Artengruppe V stellt bezuglich Artenvielfalt und Verbreitungen den dominierenden
genetischen Zweig dar und wird von E. ausonia (Hibner, 1804) als Leitart reprasentiert.
Diese bivoltine Art ist von ltalien bis Iran weit verbreitet, wobei zahlreiche Unterarten
beschrieben worden sind: Sudliches Italien, Toscana, Elba: ausonia (Hubner, 1804); Sizilien:
kruegeri Turati, 1905; Balkan, Griechenland einschlie3lich der meisten Inseln, W-Tlrkei:
graeca Verity, 1908; slidliches Russland, S-Ural, Ukraine: volgensis Krulikowski, 1901; Krim:
maxima Verity, 1908; Turkei, Zypern, Armenien, N-Irak, Kaukasus, Talysh, NO-Persien Uber
Elburs bis westliches Kopet Dag: taurica Rober, 1907; Libanon, Syrien, N-Israel, N-
Jordanien: melisande Fruhstorfer, 1908. Die verschiedenen Populationen zeigen meist
geringe phéanotypische und genotypische Unterschiede. Letztere bewegen sich mit weniger
als 2 % im infra-spezifischen Bereich, so dass lediglich die Benennung von Unterarten,
insbesondere wenn sie auch morphologisch differenzierbar sind, sinnvoll ist.

Einen sehr einheitlichen genetischen Block bilden die als E. naina (Kozhantschikoff, 1923)
bezeichneten Populationen vom Sayan (Typuslokalitat), E. naina jakutia Back, 1990 aus
Jakutien, Magadan, Bilibino und von der sehr isolierten Wrangel-Insel sowie E. ausonia
dubatolovi Korshunov, 1995 vom Altai (Korshunov & Gorbunov, 1995).

Einen weiteren Block bilden die Exemplare von E. simplonia (Boisduval, 1828). Die
einbritige Art ist auch in ihren phanotypischen Adult-Merkmalen gut charakterisiert. Raupe
und Puppe unterscheiden sich ebenfalls etwas von E. ausonia und E. crameri (Back 1991a;
Schweiz. Bund fur Naturschutz 1987; Gomez de Aizpurua 1988). E. simplonia kommt in den
Westalpen, Pyrenden und im Kantabrischen Gebirge vor.

Exemplare, die als E. pulverata persica Verity, 1908 determiniert worden waren, fanden sich
im Verwandtschaftsbereich von E. ausonia wieder. Sie treten innerhalb der Artengruppe V

hervor und werden aufgrund der deutlichen genetischen Distanzen als eigene Art E. persica
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Verity, 1908 eingestuft. Die Art kommt in den Steppen- und Wistengebieten Persiens sowie

im sudlichen Irak vor.

Fur die Artengruppe VI ist E. crameri Butler, 1869 die Leitart. Diese Art ist von Italien (6stl.
bis Modena), tber Frankreich (Einzelfunde bis Belgien), Spanien und Portugal sowie NW-
Afrika verbreitet. In NW-Afrika ist das Vorkommen auf die nérdlichen Kistenregionen und die
benachbarten Gebirge (Rif, mittlerer und hoher Atlas) beschrénkt (vgl. Rothschild, 1917).
Weiters handelt es sich bei den Tieren vom sidlichen Antiatlas, Sahara-Atlas, Djebel Aurés
und von den angrenzenden Wiusten- und Steppengebieten um die eigene Art E.
melanochloros Réber, 1907, die urspringlich von Rdber in Seitz (1907) als Form aus Batna,
Algerien beschrieben wurde. E. melanochloros weist deutliche genetische Unterschiede zur
nachstverwandten Art E. crameri auf. Dagegen kénnen keine signifikanten phanotypischen
Merkmale hervorgehoben werden, wobei aber beim Vergleich von Serien auffallt, dass die
Falter von E. melanochloros durchschnittlich kleiner und in beiden Geschlechtern dunkler
gefarbt sind. Der Apex der Vorderflligel erscheint etwas nach aul3en gezogen. Die weil3en
Flecken auf der Hinterfligel-Unterseite sind kleiner und regelmafiiger angeordnet. Zwischen
den beiden Generationen bestehen keine so grol3en Unterschiede wie bei E. crameri.

Nach dem molekularbiologischen Bewertungsschema und wegen nur geringer
phanotypischer Unterschiede gibt es drei differenzierbare Unterarten: E. melanochloros ssp.
melanochloros Réber, 1907, E. melanochloros ssp. aegyptiaca Verity, 1911 und vermutlich
E. melanochloros ssp. libyca Turati, 1917 (DNA-taugliches Material stand fur die
Untersuchung nicht zur Verfiigung).

E. insularis (Staudinger, 1861) ist eine weitere genetisch gut abgegrenzte Art der
Artengruppe VI. Die Art kommt endemisch ausschlie3lich auf Korsika und Sardinien vor,
wobei zwischen den beiden Inselpopulationen phéanotypisch und genotypisch keine
signifikanten Unterschiede bestehen.

Die zweite Arbeit Gber Euchloe-Arten (Back, Opler & Miller 2011) schlief3t inhaltlich direkt an
die oben eingehend dargestellte an und schliet die nearktischen Taxa in dieses
Artengruppen-Schema ein.

Dabei waren es die Arten E. creusa (Doubleday & Hewitson, 1847), E. hyantis (W.H.
Edwards, 1871), E. guaymasensis Opler, 1986, E. olympia (W.H. Edwards, 1871), and E.
ausonides (Lucas, 1852), die neben einigen strittigen (Sub-)Spezies in das bestehende
System integriert wurden. Die Distanzanalyse mit einem an palaarktischen Arten verkirzten
Datensatz lieferte wiederum den graphischen Nachweis der Artengruppen-Zuordnung. Es
zeigte sich, dass vier der finf Arten zu der Artengruppe Il gehdren, und nur eine Art, namlich

E. ausonides zur Artengruppe V. Um die Eigenstandigkeit der nearktischen Arten innerhalb
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dieser Artengruppen zu untersuchen, wurden die Distanzwerte gegeneinander geplottet. Fur

die Artengruppe Il ergab sich daraus folgendes Bild:

p-Distanz
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Abbildung 12: Boxplots der genetischen Distanzen in der Artengruppe Il von Euchloe

Box 1: E. olympia vs. E. guaymasensis; box 2. E. olympia vs. E. creusa, box 3: E. olympia vs. E
hyantis; box 4: E. guaymasensis vs. E. creusa; box 5: E. guaymasensis vs. E. hyantis; box 6: E.
creusa vs. E. hyantis. Aus: Back, W., Miller, M.A. & Opler, P.A. (2011): Genetic, phenetic, and
distributional relationships of Nearctic Euchloe (Pieridae: Lepidoptera). Journal of the Lepidopterist’s
Society 65 (1): 1-14.

Der genetische Abstand aller nearktischen Arten (E. olympia, E. guaymasensis, E hyantis
und E. creusa) zueinander ist weit Uber dem artabgrenzenden Grenzwert von 2%, sodaf}
diese Arten auch molekular als valide bestatigt wurden.

Ahnliches war der Fall in der Artengruppe V. Hier wurde die Validitat der nearktischen Art E.

ausonides bestéatigt:
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Abbildung 13: Boxplots der genetischen Distanzen in der Artengruppe V von Euchloe

Box 1: E. ausonides vs. E. ausonia; box 2: E. ausonides vs. E. simplonia; box 3: E. ausonides vs. E.
persica; box 4: E. simplonia vs. E. ausonia; box 5: E. persica vs. E. ausonia. Aus: Back, W., Miller,
M.A. & Opler, P.A. (2011): Genetic, phenetic, and distributional relationships of Nearctic Euchloe
(Pieridae: Lepidoptera). Journal of the Lepidopterist’s Society 65 (1): 1-14.

Eine verwirrende Vielzahl von Unterarten taucht in der Amerikanischen Sekundarliteratur auf,
die in der vorliegenden Analyse nur teilweise zu integrieren waren. Es scheint sich auch in
Amerika um eine Momentaufnahme der Evolution in verschiedenen Stadien der
Speziationsprozesse zu handeln, die mit den verwendeten molekularen Markern nicht
eindeutig zu greifen sind. Dennoch wurde mit diesen Untersuchungen ein stabiles, Uber alle
im Verbreitungsgebiet der Gattung rezent existierenden Arten und den meisten Unterarten
identisches systematisches und damit auch taxonomisches Bewertungssystem gelegt, das

nun als Grundlage fir weitere Untersuchungen dienen kann.

Die Lycaeniden-Gattung Callophrys wurde in einer Arbeit (ten Hagen & Miller 2010)
untersucht, in der nur die palaearktischen Vertreter inkludiert waren. Die Problematik bei der
Identifizierung der Taxa wird ausfihrlich behandelt. Auf die Assoziation paraphyletischer
Artengruppen mit verschiedenen Pflanzenfamilien, die die Falter als Ruhestéatten, manchmal
auch als Eiablagepflanzen benutzen, wird insbesondere im Hinblick auf den Wert dieses
Verhaltens als Determinationshilfe eingehend hingewiesen.

Die homologen 400bp des COI-Gens hatten relativ geringe Distanzwerte bei den

paldarktischen Arten, namlich p=0,0250 zwischen C. avis und C. naderii bzw. p=0,0275
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zwischen C. avis und C. sp. 4 aus Sudiran. Auch die Distanzwerte zwischen den
palaarktischen und den nearktischen Vertretern waren &hnlich gering. Die nachstverwandte
Gattung Tomares Rambur, 1840 zeigte Distanzwerte von p=0,075, was wiederum anndhernd
so hoch ist, wie es vorher bei den Pierinae gefunden worden war.

Die Gattung Ahlbergia Bryk, 1946 hingegen, die als Schwestertaxon zu Callophrys,
mindestens aber als Untergattung betrachtet wurde, kam in der Analyse nicht
monophyletisch, sondern innerhalb der Callophrys heraus, womit dieser Gattungsname ein
Synonym zu Callophrys ist.

Zur Verdeutlichung der in diesem Fall schwachen Auflosungkraft des COI-Abschnitts, aber
auch der hier besser geeigneten Analyse mit dem NETWORK-Programm, sind nachfolgend

beide Diagramme gegenlbergestellt.
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WtH052 C.
WtH062 C.
WtH003 C.
WtH070 C.
WtHO030 C.
WtH030 C.
WtH035 C.
WtH051 C.
WtH076 C.
WtH077 C.
WtH078 C.
WtH080 C.
WtH081 C.
WtH002 C.
WtHO058 C.
WtH028 C.
WtHO054 C.
WtHO034 C.
WtHO057 C.
WtH048 C.
WtH008 C.
WtHO050 C.
WtHO010 C.
WtH029 C.

Satyrium esculi GenBank AY556950
Satyrium hyrcanicum GenBank AY557057
— WtH072 outgroup Neolycaena musa
WtH001 C. avis barraguei Marokko
C‘I WtHO018 C. avis avis Provence
Wt

HO79 C. (Cissatsuma) tuba ?

rubi fervida Marokko

rubi fervida Spanien

rubi rubi Griechenland

rubi rubi Turkei Nigde

rubi rubi NE-Tirkei

rubi rubi NE-Tirkei

rubi rubi Israel

rubi rubi W-Russland

rubi borealis Tien Shan

rubi borealis Tien Shan

rubi borealis Tien Shan

rubi borealis S-Sibirien, Altai

rubi borealis S-Sibirien, Altai

rubi borealis S-Sibirien, Sajans

rubi borealis Ussuri

rubi ssp.? Kopet Dagh

rubi ssp. ? Kopet Dagh

rubi ssp. ? Kopet Dagh

rubi ssp. ? Kopet Dagh
chalybeitincta nigra SW-Russland
chalybeitincta eitschbergeri SW-Russland
chalybeitincta schamyl NW-Kaukasus
chalybeitincta schamyl NW-Kaukasus
chalybeitincta chalybeitincta Georgien

WtHO009 C. chalybeitincta chalybeitincta ? Armenien
WtHO020 C. (Ahlbergia) frivaldszkyi frivaldszkyi S-Sibirien

| WtHO031 C. chalybeitincta chalybeitincta Iran, Zanjan

WtHO19 C. mystaphia mystaphia SW-Iran

WtH027 C. herculeana herculeana SW-Tiirkei
WtHO059 Callophrys sp. 8 Tien Shan
WtHO069 Callophrys sp. 8 Tien Shan

WtHO71 outgroup C. (Incisalia) henrici henrici

—:WtHOB outgroup C. (Mitoura) affinis affinis

— 0.001 substitutions/site

WtH074 Tomares callimachus callimachus

WtHO042 C. (Ahlbergia) frivaldszkyi aquilonaria Ferner Osten

Abbildung 14: NJ-Baum der Gattung Callophrys nebst Aulengruppenvertretern

Neighbour-joining-Analyse (NJ-tree) aus den genetischen Distanzen des eines mitochondrialen COI-
Genabschnitts (400 bp) der untersuchten Taxa einschlieBlich der in der GenBank verfligbaren
homologen DNA-Sequenzen von Satyrium esculi (HUBNER, 1804) und hyrcanicum (RILEY, 1939). Aus:
ten Hagen, W. & Miller, M.A. (2010): Molekulargenetische Untersuchungen der palaearktischen Arten
des Genus Callophrys BILLBERG, 1820 mit Hilfe eines mtDNA-COI-Barcodes und taxonomische
Uberlegungen (Lepidoptera: Lycaenidae). Nachrichten des Entomologischen Vereins Apollo N.F. 30

(4): 177-197.
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Es fallt die starke Haplotypen-Verarmung auf, was sich durch die vielen, auf einer Linie
liegenden Proben zeigt (siehe Abb. 11). Offensichtlich verhalt sich die molekulare Evolution
des COI-Gens bei Callophrys anders als bei den Pierinae.

Zur besseren Darstellung der Verwandtschaftsverhaltnisse wurde auch in dieser Arbeit auf
die bereits vorgestellte Methode der Netzwerk-Darstellung der Haplotypen zurtickgegriffen,
die die Beziehungen der nahverwandten Haplotypen zueinander konkretisiert (siehe Abb.
12).

Satyrium esculi
Csp. 4

C. affinis \
353
) C.sp.2
C. henrici P C. naderii
C sp.4
; 29
82
Cxuave

C. butlerovi
C. danchenkoi

Satyrium
hyrcami

Neolycaena
musa

3 Basehpaare C. herculeana
C.sp.8

6 Baserlpaare

5 Basen\paare

15 Baseppaare

20 Basepfpaare

160
082
Probe WtH 009

chalybeitincta ?

C. frivaldszkyi

Tomares
callimachus

Abbildung 15: Network-Analyse der untersuchten Callophrys und Au3engruppen

Die hellblauen, groReren Knoten sind die Haplotypen. Die GroR3e der Kreise korreliert mit der Anzahl
der untersuchten Individuen mit identischer Gensequenz. Die kleinen, schwarzen Knoten sind von der
Software konstruierte hypothetische Haplotypen, die zur Konstruktion des Netzwerks notwendig sind.
Es sind Zwischenschritte der Evolution, die notwendig gewesen sein mussen, denen jedoch kein
aktuell untersuchtes Individuum zugrunde liegt. Die dunkelblaue Zahl neben den Zweigen gibt das
Basenpaar an, das in dem Mutationsschritt verandert wurde. Bei lAngeren Zweigen ist nur die Anzahl
der Mutationen angegeben; auf die Angabe der einzelnen Basenpaare wurde verzichtet. Aus: — ten
Hagen, W. & Miller, M.A. (2010): Molekulargenetische Untersuchungen der palaearktischen Arten des
Genus Callophrys BILLBERG, 1820 mit Hilfe eines mtDNA-COI-Barcodes und taxonomische
Uberlegungen (Lepidoptera: Lycaenidae). Nachrichten des Entomologischen Vereins Apollo N.F. 30
(4): 177-197.
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Die Interpretation der molekularen Ergebnisse ist keineswegs eindeutig und leicht, bringt
aber im integrativen Zusammenspiel mit anderen Merkmalen der Falter, namlich
Phanologie, Genitalmorphologie, Biogeographie und Okologie weiteren Erkenntnisgewinn.
Hebert et al. (2003) und auch Hajibabaei et al. (2006) zeigten, dal3 fir das von ihnen
untersuchte Material ein kurzer ,barcode” von ca. 300 Basenpaaren (bp) des COI-Gens fur
die Artdetermination der Uberwiegenden Zahl der DNA-Proben ausreichend ist. Meier (2008)
geht noch weiter und folgert, dass ab 300 bp aus langeren Sequenzen kein weiterer
Erkenntnisgewinn zu erwarten ist. Die in der vorliegenden Studie erhaltenen Ergebnisse
scheinen aber eher die Erfahrungen von Wiemers & Fiedler (2007) zu bestatigen (ahnlich
unter anderem auch Hickerson et al. 2006, Lukhtanov & Shapoval 2008, Niehuis et al. 2007,
Pons et al. 2006, Schmidt & Sperling 2008, Will et al. 2005, Will & Rubinoff 2004), die fur das
Genus/Subgenus Agrodiaetus (Lycaenidae) eine erhebliche Fehlerquote bei ausschliel3licher
Determination durch DNA-barcoding nachwiesen und die Berlcksichtigung anderer Daten
fordern. Deutliche Differenzen in der DNA deuten auf versteckte Arten (,cryptic species®) hin,
gleiche DNA-Sequenzen treten jedoch auch bei gut differenzierten, naher verwandten Taxa
auf. Dies konnte eine genetische Besonderheit bei den Lycaeniden darstellen, deren

evolutiver Ursprung weiter untersucht werden sollte.

Die Analyse der Schwimmkéafer der Gattung Rhantus (Balke, ... , Miller, M. A.,  2009)
brachte eine gut aufgeltste und stabile Phylogenie auf Art- und Populationsniveau, und zwar
genauso mit Parsimonieverfahren als auch mit Bayesianischer Analyse. Auch hier, wie
schon in der Themira-Arbeit, waren es die proteincodierenden mitochondrialen Gene, die am
meisten zur Auflésung und phylogenetischem Signal beitrugen. Tatséchlich betrug der
normalisierte PBS fur die nDNA 0,047, fir die mtDNA hingegen 0,086, also fast das
Doppelte. Die verschiedenen Auswertungsmethoden und Bewertungen der Datensatze,
kombiniert oder einzeln betrachtet, ergaben weitestgehend identische Topologien.

Das Phylogramm der kombinierten Datensatze ist in Abb. 13 dargestellt.
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Abbildung 16: Phylogenie der Gattung Rhantus

Phylogramm der Bayesianischen Analyse mit hach Genorten partitionierten Datensétzen. Die Zahlen
in den Kreisen beziehen sich auf wichtige Verzweigungen, die Zahlen tber den Verzweigungen sind
Bayesian PP (x100)/ML bootstrap — Werte, erhalten von der GARLI-Analyse, angegeben fir alle
kritischen Verzweigungen (falls nur eine Zahl angegeben ist, ist dies der Bayesianische PP-Wert). Die
Zweigfarben kennzeichnen Verbreitungsgebiete: orange: Orientalis; blau: Neuguinea; rot: Australien,
Neuseeland und Neukaledonien; lila: Melanesien; schwarz: Ozeanien (Polynesien); griin: Holarktis.
Die erweiterte Zweigfarbung stammt von der Parsimonie-Optimierung durch MACCLADE. Bunte
Quadrate an den Verzweigungen deuten auf ancestrale Verbreitungen hin, wobei dieselben
Farbcodes verwendet wurden (errechnet mit Diva). Aus: Balke, M., Ribera, I. Miller, M.A., Hendrich,
L., Sagata, K., Posman, A., Vogler, A. P. & Meier, R. (2009): New Guinea highland origin of a
widespread arthropod supertramp. Proc. R. Soc. B. 276: 2359-2367.
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Die R. suturalis — Artengruppe war monophyletisch, wobei R. suturalis selbst in einer Gruppe
clustert, die aus lokalen Endemiten aus Neuguinea und Australo-Ozeanischen Arten besteht
(Verzweigung 8). Es ergaben sich zwei unterschiedliche Linien, eine Asiatisch/Palaarktische
und eine Australisch/Melanesische, wobei innerhalb dieser Linien die Sequenzdivergenz
selbst Uber sehr groRe Distanzen der Fundorte relativ gering war. Beispielsweise
unterschieden sich im COI-Gen Tiere aus Tschechien und Sumatra um 2,42%, waren aber
ca. 9.500km voneinander entfernt gesammelt worden. Auch die Tiere von Belarus und
Indien, 5.000km voneinander entfernt, unterschieden sich nur um 0,42%.

Eine Gruppe von Arten aus Neuguinea mit dem endemischen R. suturalis aus Siudwest-
Australien war basal, gefolgt von einem Zweig von Melanesischen + Polynesischen Arten
(Verzweigung 5), einem Zweig mit zwei Orientalis- (Verzweigung 6) und einem Zweig mit
Fidschi-Arten (Verzweigung 7). Holarktische Vertreter der suturalis-Gruppe und die
holarktische Gattung Colymbetes waren Schwestergruppen zu allen diesen Zweigen. Einige
andere endemische Rhantus-Arten aus Ozeanien und der C. upin aus Neuguinea kamen in
einem stark unterstiitzten Zweig heraus, im Schwestergruppenverhaltnis zu den Ubrigen
Colymbetini (Verzweigung 9).

Die biogeographische Rekonstruktion verortete den Ursprung von R. suturalis oder seinem
Vorfahren in die Hochebenen von Neuguinea, von wo aus sich die Arten weit in die Alte Welt
verbreiteten. Eine zweite Wanderwelle zuriick fihrte auf die Indonesischen Inseln,
ausgehend von Eurasien und Australien. Die Australasiatische/Ozeanische Region wurde
von der suturalis-Gruppe von Eurasien aus besiedelt (Verzweigung 6 und 7). Auf weitere
Verbreitungs- und Besiedlungsszenarien sei an dieser Stelle nicht weiter eingegangen,

sondern auf den Appendix verwiesen.

Rhantus suturalis ist somit ein weitverbreiteter Okologisch sehr anpassungsfahiger und
mobiler Schwimmkéfer, der sich schnell verbreitet und dabei auch Grenzen uberschritten
hat, die fir andere Organismen als uniiberwindbare Barrieren gelten, wie die Wallace-Linie.
Er wurde nie sympatrisch mit seinen Nachstverwandten gefunden, wohl aber syntop mit eher
entfernt verwandten Arten wie R. bacchusi und R. elisabethae (Verzweigung 4). Die nahe
verwandten Taxa unterscheiden sich deutlich im mé&nnlichen Genital, was die reproduktive
Isolation der Endemiten noch verstarkt und als Mechanismus der Speziation gelten kann.

Traditionell war die Systematik der Auffassung, dass die R. suturalis — Artengruppe von
Eurasien aus unidirektional Uber die Wallace-Linie Melanesien und die Australisch-
Polynesische Region besiedelte, mit nachfolgender Diversifizierung in viele endemische
Arten. Diese etwa 25 Endemiten sind teilweise recht h&ufig und ein wichtiger Bestandteil der

Melanesischen und Ozeanischen SiiRwasser-Okosysteme. Rhantus suturalis ist die einzige
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Art der Gattung in Australien und der Mehrheit des Malayischen Archipels zwischen Asien
und Neuguinea/Australien. Die Inseln mit weitlaufigen Hochebenen wie Sulawesi, Java,
Borneo, Lombok, Flores und Timor beherbergen ebenfalls nur diese eine Art. Die
genetischen Befunde legen derzeit nahe, dass die Besiedlung dieser Gebiete erst vor
einigen hunderttausend Jahren erfolgte, wodurch noch keine Diversifizierung und Fixierung
von Merkmalen einzelner Populationen eines Gebiets erfolgen konnte, oder der Genfluss ist
entgegen der groRen Distanzen der einzelnen Populationen zueinander unerwartet hoch.

In dieser Arbeit wird deutlich, dass die DNA-Taxonomie zwar die Bestimmung und
Identifizierung von Arten ermaoglicht, wenn entsprechend variable Genorte zur Definition der
Taxa gewahlt werden, aber auch die Problematik der Biogeographie und Enstehungs- und
Besiedlungsgeschichte der Taxa, die weitaus komplexer ist als friher angenommen. Die
tiberraschende morphologische Ahnlichkeit zwischen den Populationen von R. suturalis und
das Fehlen von regionaler 6kologischer Spezialisierung unterstiitzt die Wahrnehmung dieses
Taxons als nur eine, morphologisch gut definierte paraphyletische Art. Auf der anderen Seite
gibt es genetisch fixierte Unterschiede, vor allem im EF-1a, die auch die Interpretation des
Taxons als zwei phylogenetische Arten zulassen (sensu Wheeler & Platnick (in: Wheeler &
Meier 2000)).

4.5 |dentifikationen

Die Ergebnisse der Untersuchung von zwei verschiednen Pheromotypen von Messingeulen
(Hille, Miller & Erlacher 2005) stitzen sich auf die Analyse von 23 Probentieren, die aus
Bielefelder und Seewiesener Fallenfangen stammten. Es ergaben sich jeweils 709 bp fir die
Vergleichsanalysen, von denen neun variabel (1,27%) und finf davon Parsimonie-informativ
waren und einen Aminosaureaustausch zwischen den Linien bewirkten. Die nachfolgende
Grafik zeigt die deutliche Clusterung der beiden Pheromotypen und die hohe Bootstrap-
Unterstitzung des Knotens mit 99% (siehe Abb. 17):
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Abbildung 17: NJ — Analyse der genetischen Distanzen von D. tutti und D. chrysitis

Die Abkirzungen ,tu“ bedeuten Pheromotype tutti, ,ch“ bedeutet Pheromotype chrysitis, ,Bi“ steht fir
Fundort Bielefeld, ,See“ fir Fundort Seewiesen. Als AuRengruppen dienten die homologen
Sequenzen von Feltia herilis und F. jaculifera. Aus: Hille, A., Miller, M.A., Erlacher, S. (2005): DNA
sequence variation at the mitochondrial cytochrome oxidase | subunit among pheromotypes of the
sibling taxa Diachrysia chrysitis and D. tutti (Lepidoptera: Noctuidae). Zoologica Scripta 34: 49-56.

Somit entsprachen alle in den spezifischen Fallentypen gefangenen Pheromotypen einem
spezifischen Haplotypencluster, unabhangig vom Fundort ihres Populationssamples.
Besonders interessant war nun die vergleichende Bestimmung der Probentiere nach
morphologischen Kriterien, die dankenswerterweise Herr Dr. Ladislaus Rezbanyai-Rezer
Ubernahm. Das Ergebnis war, dass in 14 der 23 Proben (60%) die morphologische
Bestimmung NICHT mit den molekularen und pheromongestitzten Determinationen
Ubereinstimmte, die Pheromotypen und die molekularen Merkmale aber 100%
Ubereinstimmung zeigten. Somit konnte eindrucksvoll gezeigt werden, welche neuen
Erkenntnisse mit der hochprézisen DNA.Analyse gewonnen werden kénnen, die hier sogar

in der Lage war, Arten in statu nascendi genauestens zu detektieren.

Die Identifikation der bislang unbekannten Larvenstadien der Prachtlibellenart Polythore
spaeteri mit DNA-Sequenzanalyse war das Ziel der Arbeit von Etscher, Miller & Burmeister
2006 (siehe Anhang). Es wurden drei Imagines und drei angenommene Larven von P.
spaeteri molekular untersucht, dazu eine Calopteryx splendens als Aul3engruppe. Dieses

Taxon ist zwar als Angehdriger der Familie Calopterygidae eher entfernt verwandt mit der
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Familie Polythoridae, beide gehoren aber zur Uberfamilie Calopterygoidea. Zum

Untersuchungszeitpunkt lag kein Material von naherstehenden Auf3engruppenvertretern vor.

Proben- ID Positionen der divergierenden Nukleotide auf dem COI-Gen
Basen- 1{1|1(1|1|11]1|1|1
position 1 717/819/9/9(9|9|9|1|1|1|3[3|3[3|3]|3

9/9/0(8|8{8[9|9|9|6|6|6|6|6|6|8|8]38
8/9|/0|5|6|7|6|7|8|4|5|6|5|6|7]0]|1]|3
Codon -
position 11231213123 }1|2|3|1|2|3|1|2|3

DNATAX02710 b spacteri GIG|T|C|T|A|A|G|C|G|G|A|C|T|T|A|T|T

DNATAX02711 -I.meigines GIG|T|C|T|A|A|G|T|G|G|G|C|T|C|A|T|T

DNATAX02713 GIG|T|C|T|IA|IA|G|T|G|G|A|C|T|C|A|T|T

p-Distanz der Imagines 0,25%

DNATAX02714 1G|G|T|C|T|IAJA|G|T|G|G]IA|C|T|C]A|T]|C

DNATAX02716 | P2 [G TG C T [T [A[A[G|T|G|G|A[C|T|[C|A[T]|C

DNATAX02718 GIG|T|C|T|A|A|G|T|G|G|A|C|T|C|A|T|C

p-Distanzen der Larven 0,38%

-Distanzen der Imagines

ﬂnd Larven gesarpt ) . . 0’7|6% . .

kodierte Aminoséure Gy | Leu | Ser | Gly | Leu | e

Abbildung 18: Tabelle der variablen Sequenzpositionen bei Polythore spaeteri.

Zur Auf3engruppe Calopteryx splendens wiesen die Proben von Polythore spaeteri 18 divergierenden
Positionen auf dem untersuchten Sequenzabschnitt des COI-Gens auf (p=22,4%). Innerhalb dieser
variablen Positionen gab es innerartliche Varianz an einigen Positionen. Die Stellen sind durch
Fettdruck kennbar gemacht. Die Abkirzungen der Aminosauren bedeuten: Gly: Glycin, Leu: Leucin,
Ser: Serin, lle: Isoleucin. Aus: Etscher, V., Miller, M.A. & Burmeister, E.-G. (2006): The larva of
Polythore spaeteri Burmeister&Bdrzsény with comparison to other polythorid larvae and molecular
species assignment (Zygoptera: Polythoridae). Odonatologica 35 (2): 127-142, verandert.

Die erhaltenen Sequenzen des COI-Gens waren jeweils 790bp lang. Die
Sequenzdivergenzen zwischen den Imagines lag bei 0,38%, die der Larven untereinander
bei 0,25%. Die Gesamtdivergenz der Larven und Imagines war 0,76%. Der genetische
Abstand zur Aul3engruppe lag bei 22,4%. Es muss davon ausgegangen werden, dass die
Proben einen Querschnitt durch die gesamte Population darstellen, da Larven und Imagines
an denselben beiden Tagen gesammelt worden waren und die Imagines aufgrund der
Lebensspanne und der Dauer des typischen Entwicklungszyklus bei Prachtlibellen nicht die
Eltern der Larven gewesen sein konnen. Zudem liegt dieser Grad der Sequenzdivergenz im
typischen Bereich fir Populationen und die Larve-Imago — Zuordnung war erfolgreich. Durch
diese Verifizierung der Artzugehorigkeit konnten nun weitere morphologische Merkmale
(Lichtmikroskop, REM) der Larven erhoben und dargestellt werden. Sie stellen somit die

erste Beschreibung eines Larvenstadiums innerhalb der Gattung Polythore dar.
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Ebenfalls sehr interessant waren die Ergebnisse der Untersuchung der subaptera-
Artengruppe der Schaben (Knebelsberger & Miller 2007). Wie bereits erwahnt, tritt hier bei
einigen Arten und Populationen Parthenogenese auf. Deshalb sollte eine tiefgriindige
Untersuchung Aufschluss Uber die Populationsstrukturen einer Artengruppe geben und
daruber, ob Parthenogenese obligat oder fakultativ auftritt, vielleicht sogar umweltbedingt
gewechselt werden kann. Zunachst wurde die von Rambour 1838 aus Andalusien
beschriebene Art Phyllodromica subaptera wiederbeschrieben und mit einer DNA-
Kennsequenz versehen. Die Abgrenzung von weiblichen Tieren der Art P.iberica und den
parthenogenetischen Weibchen von P. subaptera ist morphologisch nicht moglich, weshalb
sich die Artabgrenzung bei diesem Artenpaar/dieser Konstellation hauptsachlich auf
molekulare Daten stutzt.

Ausgehend von dieser Festlegung wurden die weiteren Morphen morphologisch und
molekular abgegrenzt. Zuerst wurde Phyllodromica iberica Knebelsberger & Miller, 2007
abgetrennt. Dabei handelt es sich um eine sexuelle Art mit Hauptverbreitung auf der
Iberischen Halbinsel. Drei Morphen konnten unterschieden werden: Morphe 1 war bei zwei
Paratypen und 1597 bp COI mit up- und downstream-Region molekular identisch, Morphe 2
hatte bei den beiden Vergleichstieren nur ein Basenpaar Unterschied, die beiden
Vergleichstiere der Morphe 3 bargen auf derselben Sequenzlédnge gerade sechs variable
Positionen (0,38% Sequenzdivergenz). Interessanterweise barg diese Morphe auch
morphologisch die grof3te Variabilitat der Merkmale im Vergleich zu den anderen beiden,
kaum variablen Morphotypen.

Die zweite, gut abtrennbare Art wurde als Phyllodromica quadracantha Knebelsberger &
Miller, 2007 beschrieben. Diese ebenfalls bisexuelle Art besiedelt ein relativ kleines
Verbreitungsgebiet in Stdost-Spanien, abgetrennt von anderen bisexuellen Arten, erscheint
aber nur in einer Morphe.

Die genetischen Distanzen zwischen der AuRengruppe Blatella germanica und der
subaptera-Artengruppe betrug zwischen 15,31% und 16,07%, ein Wert, der nahe der
Sattigung liegt. Die hdchste Sequenzdivergenz fand sich zwischen P. quadracantha und dem
Artenpaar P. subaptera und P. iberica (8,86% bis 9,11%). Dieser sehr hohe Wert spiegelt die
lange bestehende reproduktive Isolation dieser ndchstverwandten Arten wider. Weitaus
junger ist die Artaufspaltung zwischen der parthenogenetischen P. subaptera und der
bisexuellen P. iberica (1,75%-1,85%). Dieser Wert wird allgemein als untere Grenze von
anerkannt eigenstandigen Arten betrachtet. Im vorliegenden Fall wird diese Ableitung aber
zusatzlich durch die Tatsache gestiutzt, dass die obligat thelytok parthenogenetischen P.
subaptera eine Kreuzungsbarriere zu den obligat sexuellen P. iberica aufweisen. Da eine
sehr grof3e, zusammenh&ngende Sequenzlange des Mitochondriums zu Vergleichszwecken

erhoben worden war, konnten die arttypischen Basenpositionen, also diejenigen mit
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phylogenetischem Gehalt und Parsimonieinformation unterschieden werden von den
spontanen Punktmutationen ohne ldentifizierungscharakter.

Die intraspezifischen Sequenzdivergenzen schwankten zwischen 0,06% und 1,21%, wobei
die am weitesten entfernt verwandte Art P. quadracantha auch die hochsten Werte aufwies.
Dennoch erlauben die artspezifischen variablen Positionen in jedem Fall eine sichere
Determination der Arten mittels DNA-Analyse.

Die phylogenetische Auswertung der DNA-Sequenzdaten (siehe Abb. 15) ergab die
vorhersehbar eindeutige Gruppierung der drei Arten zu monophyletische Einheiten der

sequenzierten Individuen.

—— Sp292bM1
— 71 P iberica morph #1
L Sp292bimz

87
Sp380a/MB

P. iberica morph #3

as L sp380aiMs

—— Sp2ETAMS
100 97 P iberica morph #2
——— Sp2ETd/MS

—— Sp203e/W1
100

P. subaptera
L Sp203e/W10

— Sp203d/M11
100

F. gquadracantha

— Sp203dM12

Blattella germanica

Abbildung 19: Strikter Konsensusbaum der Phyllodromica subaptera-Artengruppe

Ergebnis der Sparsamkeitsanalyse (MP). Der Baum hat eine Lange von 374 Schritten, Cl = 0,94, Rl =
0,90. Es sind nur Bootstrap-Werte Uber 50 angezeigt. Die Analyse wurde mit 2000 Replikaten
durchgefuhrt. Blattella germanica wurde als Auf3engruppe definiert. Aus: Knebelsberger, T. & Miller,
M.A. (2007): Revision and phylogeny of the subaptera-group of Phyllodromica (Blattoptera:
Blattellidae: Ectobiinae), including a parthenogenetic species and the evaluation of COIl sequences for
species identification (DNA barcoding). Zootaxa 1522: 1-68.
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Basal steht dabei P. quadracantha, abgeleitet die beiden Schwesterarten P. subaptera und
P. iberica. Diese beiden Arten unterscheiden sich in den akkumulierten Sequenzdivergenzen
so deutlich voneinander, dass eine Hybridisierung in der Natur ausgeschlossen werden
kann. In diesem Fall einer Gruppe sehr nahe verwandter Arten bewies das COI-Gen
wiederum nicht nur seine grof3e Qualitat als Identifizierungswerkzeug fur die Arten, sondern
zusatzlich auch seine Brauchbarkeit als phylogenetischer Marker, wo die morphologischen
Merkmale durch das Fehlen der Mannchen und der Merkmalsidentitdt der
(parthenogenetischen) Weibchen bei zwei Arten keine Aufloésung ermadglicht.

4.6 Okologische Anwendungen

Die Resultate bei Miller et al. 2006 basieren auf einem homologen DNA-Sequenzabschnitt
von 205 Basenpaaren, der fur alle Proben generiert werden konnte. Dabei ging es zuerst um
die Zuordnung der Raupen zu den eindeutig identifizierten Imagines der in Frage
kommenden Arten. Bei den Imagines wurden zwei verschiedene Haplotypen der Art
Eupithecia ultimaria gefunden, bei Chiasmia aestimaria waren es ebenfalls zwei Haplotypen.
Die anderen Arten (Eupithecia opithographata und Chiasmia syriacaria) waren nur in einem
Exemplar sequenziert worden. Die unbekannten Raupen ergaben alle denselben Haplotyp,
obwohl sie morphologisch in zwei verschiedene Morphospezies unterteilt werden konnten.
Genauere Untersuchungen ergaben hingegen, dass zwei verschienden Larvenstadien
vorlagen, die sich morphologisch stark unterschieden. Das Clustering zu der korrekten Art

zeigte mehr als eindeutig in der UPGMA-Analyse (siehe Abb. 16):
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Euchloe bazae

Hagnagora marionae

DNATAX02202 Eupithecia opistographata

— DNATAX01855 Eupithecia ultimaria

— DNATAX01856 Eupithecia ultimaria

DNATAX01865 Chiasmia syriacaria

DNATAX01862 Chiasmia aestimaria

I—é DNATAX01863 Chiasmia aestimaria
s

////////

Abbildung 20: Distanzbaum (UPGMA) der untersuchten Raupen und der Referenztaxa

Alle bis dahin unbekannten Raupen gruppiere sich zu einem Haplotyp der Art C. aestimaria. Als
AuBengruppen wurden weit entfernt verwandte Taxa (Euchloe bazae (Pieridae: Pierinae) und
Hagnagora marionae (Geometridae: Larentiinae) gewahlt. Aus: Miller, M.A., Miller, G.C,,
Kravchenko, V.D., Junnila, A., Vernon, K.K., Matheson, C. D. & Hausmann, A. (2006): DNA-based
identification of Lepidoptera larvae and plant meals from their gut content. Russian Entomological
Journal 15 (4), 427-432.

Eine weitere Untersuchung der Sequenzdivergenz auf der gesamten Lange von 1560bp
ergab den Wert von p=0,0064, also weniger als einem Prozent. Wie bereits flr Pieriden
gezeigt, ist auch bei Geometriden die Artgrenze im Bereich von 2% Sequenzdivergenz
anzusiedeln. Demnach liegt dieser Sequenzdivergenzwert innerhalb des fir innerartliche
Populationsvarianz typischen Bereiches. Damit konnte einerseits die Indentifikationsqualitét
der molekulargenetischen integrativen DNA-Taxonomie gezeigt werden. Andererseits sollte
noch die Analyse des Darminhalts der bereits zoologisch untersuchten Larven folgen. Hier
ergab sich, nach der Sequenzierung eines kurzen Stiickes (153bp) des Chloroplasten-Gens
rbcL, bei der BLAST-Suche in GenBank eine 100%ige Ubereinstimmung mit Tamarix nilotica

(GenBank-Eintragsnummer AY545896). Dennoch ist zu erwarten, dass dieses kurze
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Fragment des rbcL-Gens nicht ausreichen wird, um in jedem Fall die im Darm von
pflanzenfressenden Insekten gefundene DNA eindeutig einer Pflanzenart zuordnen zu
konnen. Dazu ist die Auflosungskraft auf diesem Teilstuick zu gering.

Um den Effekt, wie die DNA-Sequenzlange den Identifikationserfolg auch auf der
Nahrungspflanzenseite beeinflul3t, genauer zu untersuchen, wurde bei einer weiteren Studie
(Matheson, Mdller, Junnila, Vernon, Hausmann, Miller, Greenblatt, & Schlein 2008) eine
erweiterte Anzahl von Futterpflanzenarten auf ihre Abgrenzbarkeit im rbcL-Gen einbezogen.
Die reine Sequenzlange blieb dabei dieselbe, um zué&chst nur einen Parameter zu
verandern. Parallel wurde sowohl der praparierte Darminhalt als auch die orginare
Futterpflanze in den DNA-Extraktionsprozess, die PCR und Sequenzierung eingeschleust
und Referenzsequenzen dieses Fragments generiert. Bei 23 von 24 Sequenzen ergab die
BLAST.Suche, dass das hochgeladene rbcL-Gen noch nicht in GenBank vorhanden war, es
also die erste Eingabe dieser Pflanzenart mit diesem Gen in GenBank war. Obwohl in dem
einzigen Fall, in dem eine Zuordnung zu bereits hinterlegten Sequenzen gefunden wurde,
die betreffenden Referenzsequenzen von komplett verschiedenen Pflanzenarten stammten,
so waren doch alle anderen DNA-Sequenzen einzigartig und noch nicht hinterlegt.

Genauso wurde mit den rbcL-Sequenzen verfahren, die aus den Darminhaltsproben der
untersuchten Insekten stammten. Auch in diesem Fall waren die selbst generierten
Vergleichssequenzen der Jordantal-Pflanzengemeinschaften am wenigsten unterschiedlich
zu den andern in GenBank hinterlegten Sequenzen, bis auf 0.g. Ausnahme. Pflanzenarten
mit sehr &hnlichen Sequenzen konnten fur das Jordantal aufgrund ihres abweichenden
Verbreitungsgebietes ausgeschlossen werden.

Die GroRRe der untersuchten Tiere spielte beim PCR-Erfolg weit weniger eine Rolle als die
Verweildauer des Nahrungsbreies im Darm. Hier konnte eine annahernd lineare Abnahme
des PCR-Produktgehalts mit dem Zeitpunkt der Probenahme nach der Nahrungsaufnahme

(0-12h) hergestellt werden.
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Abbildung 21: Abhangigkeit der Detektionserfolges von der Ingestionsdauer.

Qualitative und quantitative Unterschiede bei der PCR-Detektion des rbcL-Gens aus
Mageninhaltsanalysen bei Insekten nach unterschiedlich langen Verweilzeiten im Darm. Spuren 1-8:
Grillen und die Verdauzeit, Spuren 9-12: andere Insekten nach 4 Stunden Verdauzeit. Spur 1: 0
Stunden. Spur 2: 2 Stunden. Spur 3: 4 Stunden. Spur 4: 6 Stunden. Spur 5: 8 Stunden. Spur 6: 10
Stunden. Spur 7: 12 Stunden. Spur 8: ungefltterte Negativkontrolle. Spur 9: Raupe. Spur 10:
Heuschrecke. Spur 11: Blattlaus. Spur 12: Zikade. Spur 13: DNA-Leiter. Spur 14: Negativkontrolle der
Extraktion. Spur 15: PCR-Nullprobe. Aus: Matheson, C.D., Miller, G.C., Junnila, A., Vernon, K,
Hausmann, A., Miller, M.A., Greenblatt, C. and Schlein, Y. (2008): A PCR method for detection of
plant meals from the guts of insects. Organisms, Diversity & Evolution 7: 294-303.

Auch hier zeigt sich wieder die Notwendigkeit einer Referenzdatenbank fur rbcL-Sequenzen,
wenn eine lokal begrenztes Untersuchungsgebiet beprobt werden soll. Es besteht die
Gefahr, dass die offentlich zuganglichen Datenbanken immer noch nicht spezifisch genug
die Pflanzengesellschaft eines bestimmten Untersuchungsgebietes reprasentieren koénnen.
Auch allelische Polymorphismen, wie beispielsweise bei Vitis spp. gefunden, mégen noch
nicht in den Datenbanken repréasentiert sein und beeintrachtigen die Treffergenauigkeit.

Ein weiterer Punkt, der zu untersuchen lohnenswert ware, ist der von manchen Autoren
postulierte und auch dokumentierte Polyphagismus verschiedener Insektenarten. Bei
Larvenstadien eher unwahrscheinlich, ist es doch bei Imagines durchaus bekannt, dass
verschiedene Futterpflanzen in kurzer Zeit hintereinander konsumiert werden, der
Nahrungsbrei im Darm sich infolgedessen vermischt und eine eindeutige rbcL-Sequenz nicht
mehr zu generieren ist. In diesem Fall muss auf aufwendigere Formen der Genanalyse
zuriickgegriffen werden, wie dies beispielsweise das Klonieren darstellt. Damit solte sich das
aufgenommene Nahrungsspektrum eindeutig nachweisen lassen.

Im vorliegenden Fall wurde gezielt ein kurzes Fragment des rbclL-Gens ausgewahlt und
verwendet, um den Effekt, den die Degradierung der DNA im Darm durch Hydro- und

Autolyse bewirkt, auszuspielen und ein identisches DNA-Sequenzmuster fir alle
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Pflanzenproben zu erhalten. An dieser Stelle kdnnten Methodenverfeinerungen ansetzen,
wie auch bei der Verwendung von zusatzlichen DNA-Markern, die schneller evolvieren und
damit die Auflosungskraft erhdhen, womit die Prazision der Futterpflanzendetektion
gesteigert wird. Diese neuartigen Methoden konnten ihre Anwendung in der (Forst-)
Wirtschaft finden, aber auch in der Wissenschaft neue Erkenntnisse bei der Untersuchung
von Biozdnosen diverser Habitate und der Ontogenese phytophager Arten erbringen.
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5. Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen eindrucksvoll, wie der integrierte Ansatz der DNA-Taxonomie bei
Insekten umgesetzt werden kann. Erstmals werden hier Methoden und Vorgehensweisen
vorgestellt, die ein umfassendes Wissen Uber die untersuchten Taxa in deren
Erstbeschreibung und phylogenetische Analyse einbringen und deshalb taxonomischen
“Mehrwert” im Sinne von Tautz et al. (2003) bedeuten.

Die praparative Untersuchung des Genitals bei Insekten bedeutet oftmals einen teilweisen
Verlust des Abdomens. Wie dieses Gewebe zum Zweck der DNA-Extraktion in Kombination
beider Verfahren routinemafig weiterverwendet werden kann, wird bei Knolke, Erlacher,
Hausmann, Miller & Segerer (2005) dargestellt.

Die Sensitivitatsanalyse identifiziert die optimalen Analysebedingungen eines DNA-
Sequenzdatensatzes. Beim Themira-Datensatz (Laamanen, Meier, Miller, Hille & Wiegmann
2005) ist die manuelle Alignierung der Sequenzen der computergestitzten tberlegen, Indels
wurden als funftes Merkmal gewertet, um damit den Stammbaum in maximalem Mal3 mit
hohen Werten zu unterstiutzen, und nur Transitionen, nicht aber dritte Positionen muissen
abgewertet werden, um dies zu erreichen. Es ist in jedem Fall unabdingbar, die
Analyseparameter fir jeden aus mehreren Genen bestehenden Datensatz neu
herauszuarbeiten. Dazu erwies sich die Sensitivititsanalyse als ein ideal geeignetes
Werkzeug.

Die originare Einbeziehung von Sequenzdaten in Artneubeschreibungen wird in dieser Arbeit
als konsequente Weiterentwicklung anhand mehrerer Beispiele exemplarisch dargestellt und
als zukinftiger Standard gefordert. Sie ist wenig aufwendig und bietet sich an, um ein
objektives Identifizierungsmerkmal zu erhalten, das nachfolgend auch automatisierte
Identifikationen ermdglicht. Bei der Erstbeschreibung von Paracymoriza naumanniella
Buchsbaum, Speidel & Miller, 2004 wurden die ersten DNA-Sequenzen Uberhaupt innerhalb
der Familie Crambidae erhoben. Bei der Erstbeschreibung von ldaea nigra Hausmann &
Blasius, 2007 (Hausmann, Miller, Leipnitz & Blasius 2007) konnte die neue Art mit vielen
biologischen Eigenschaften charakterisiert werden, ohne die Autorenschaft des neuen
Taxons unibersichtlich werden zu lassen.

Bei der Erstbeschreibung von Colias jomooseri und Colias wernerbacki (Miller 2009) wurde
durch die Veroffentlichung von vier verschiedenen loci eine weitere Forderung der DNA-
Taxonomie umgesetzt, wonach eine biologischen Art mit mehreren unabhangigen
genetischen Markern definiert werden muss. In diesem Fall wurden insgesamt 1244 bzw.

2854bp DNA-Sequenzinformation als Artdiagnose verfligbar.
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Bei den phylogenetischen Analysen einzelner héherer Taxa (Anthocharis, Elphinstonia,
Euchloe) zeigte sich die Sensitivitat der molekularen Methode. Daraufhin muss auch die
Auswertung der Sequenzdaten ausgerichtet sein. War es bei der Untersuchung von
Unterarten und Populationen mit der Netzwerkanalyse mdglich, die Resultate zu
veranschaulichen (Back, Knebelsberger & Miller 2006a), kam bei Gattungsanalysen (Back,
Knebelsberger, & Miller 2006b, 2008; Back, Miller & Opler 2011) die Darstellung der
genetischen Distanzen als Baumrekonstruktion in Frage. Zusatzlich konnten die genetischen
Distanzen statistisch ausgewertet den Trend der Unterschiede von Populations- bis zum
Gattungsniveau verdeutlichen. Gerade im Fall der beiden Euchloe-Arbeiten wird mit der
DNA-Analyse eine derart hohe Differenzierungs- und Identifizierungsqualitat erreicht, dass
die Verdffentlichungen Revisionscharakter erhalten, zumal eine Vielzahl weiterer
biologischer Daten in diese integrative Arbeit eingeflossen sind.

Bei der Untersuchung der Callophrys-Arten bei ten Hagen & Miller 2010 konnte am Ende
eine Neuaufstellung der Arten gezeigt werden, die molekulare Identifizierung alleine ist aber
in diesem Fall nicht ausreichend, weil sich zu wenige spezifische variable Positionen im COI-
Gen fixiert und akkumuliert haben, um es als eindeutiges Bestimmungswerkzeug verwenden
zu koénnen.

Die umfangreiche molekulare Analyse der Schwimmkéaferartengruppe um Rhantus suturalis
(Balke, ..., Miller, ... 2009) geht Uber das reine ldentifizieren von ,taxonomischen Einheiten*
hinaus und ergrindet mit tber 7.000bp DNA-Sequenzinformation pro Individuum einerseits
die Phylogenie der Artengruppe, und zeigt dartuber hinaus die Besiedelungs- und
Speziationsmechanismen, die die Arten dieser generalistischen Artengruppe von Neuguinea
aus ein sehr grof3es Verbreitungsgebiet erschlie3en lieRen.

Eine eindeutige Korrelation von DNA-Sequenz und Pheromotypen, nicht aber mit der
morphologischen Determination brachte die Identifikation von zwei Zwillingsarten von
Eulenfaltern der Gattung Plusia (Hille, Miller & Erlacher 2005) mittels molekularer Daten.
Dieses Beispiel verdeutlichte das unter Umstanden eingeschrankte Bestimmungspotential
rein morphologischer Merkmale, wenn sie zwischen zwei Arten Ubergangsformen aufweisen.
Durch die erfolgreiche DNA-taxonomische Zuordnung der Larven zur Prachtlibellenart
Polythore spaeteri (Etscher, Miller & Burmeister 2006) konnten die Erkenntnisse zur Biologie
einer Art um einen bedeutenden Anteil vergroRert und somit fir eine gesamte Gattung die
ersten Abbildungen und morphologischen Untersuchungen an den Larvalstadien
exemplarisch dargestellt werden.

Okologisch intendierte  Untersuchungen  zeigten die erfolgreiche  kombinierte
Analysemethode von zoologischem und botanischem Material aus einer Geometridenlarve

(Miller et al. 2006). Es konnte sowohl das Taxon (die Geometridenart) molekular bestimmt
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werden, als auch aus dem Darminhalt der Raupe die FraR3pflanze eindeutig molekular
bestimmt werden.

Neue Erkenntnisse Uber die Mdglichkeit, mittels PCR-Test und DNA-Sequenzanalyse das
aufgenommene Futter bei Insekten zu bestimmen, lieferten die Untersuchungen bei
Matheson, Miller, Junnila, Vernon, Hausmann, Miller, Greenblatt, & Schlein (2008). Hier
wurde der Degradierungsprozesses der DNA in Abhangigkeit der Verweildauer des
Nahrungsbreis im Insektendarm molekularbiologisch nachgewiesen und quantifiziert.
Zusammen mit der vorigen Studie stellt diese eine weitere wissenschaftliche
Anwendungsmoglichkeit der Integrierten DNA-Taxonomie dar.

Die Synthese von Molekularbiologie und klassischer Systematik hat, wie oben dargestellt,
ein groRRes Potenzial, den Erkenntnisgewinn in diesem Wissenschaftszweig zu steigern. Es
hat sich deutlich gezeigt, dass die eine Disziplin ohne das Wissen der jeweils anderen
weniger erfolgreich ist und tiefer gehende Erkenntnisse nicht gewonnen werden kdnnen. Die
Zusammenfuhrung beider Disziplinen als gleichberechtigte und gleich wichtige Bausteine zur
integrierten DNA-Taxonomie ist die konsequente Weiterentwicklung der grundlegenden
Arbeiten der letzten Jahrzehnte. Den Ansto3, den Tautz et al. 2003 mit ihrer Forderung nach
einer DNA-Taxonomie gaben, fuhrte zu einer Steigerung der Attraktivitat der Taxonomie fir
junge Forscher, die durch die Anwendung moderner molekularer Methoden hohere
Wertschatzung ihrer Arbeiten erfuhren. Damit trugen Tautz et al. (2003) dazu bei, das
damals bestehende ,taxonomic impediment® (Wheeler et al. 2004) umzukehren und den

Status der modernen Taxonomie in der Wissenschaftslandschaft wieder zu festigen.
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