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in der Gattung Sphingonotus (Acrididae: Oedipodinae)
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Abstract

With more than 143 species and a wide distributional range, the genus Sphingono-
tus FIEBER, 1852 is the most species-rich genus within the subfamily Oedipodinae.
Because of the high morphological similarity of many species, and a lack of com-
prehensive identification keys, it is not easy to distinguish many species of the
genus. Molecular methods, specifically DNA barcoding (sequencing of the COI
gene), promise to solve such problems, yet have shown to be problematic in many
orthopteran groups. We used four different species delimitation tools (ABGD,
StGMYC, mtGMYC und bGMYC) and two mitochondrial and one nuclear gene
fragments to test for congruence with morphologically identified species. Our re-
sults show that using a single gene is not sufficient to delimit species. However,
after concatenation of three gene fragments (COI, ND5, H3; total length of 1772
bp), most species of Sphingonotus could be separated in different species groups
and in many cases to species. The use of additional mitochondrial genes (or whole
mitogenomes) and nuclear loci will further help to understand the status of many
Sphingonotus species and will facilitate a strongly needed revision of the entire
genus.

Zusammenfassung

Mit Gber 143 Arten und einer weiten Verbreitung stellt die Gattung Sphingonotus
FIEBER, 1852, die groRte Gattung innerhalb der Unterfamilie der Odlandschrecken
(Oedipodinae) dar. Durch die hohe morphologische Ahnlichkeit vieler Arten und
das Fehlen aktueller Bestimmungsschliissel, ist es schwer, viele Arten der Gattung
sicher zu unterscheiden. In dieser Studie zeigen wir, dass molekulare Artabgren-
zung ein hilfreiches Werkzeug zur objektiven Artbestimmung darstellen kann, aber
demonstrieren auch die Schwéachen der Methode. Wahrend es nicht mdglich war,
die Arten der Gattung mit Hilfe von vier Artabgrenzungsmethoden (ABGD,
stGMYC, mtGMYC und bGMYC) auf der Basis einzelner Genfragmente (COI, ND5
und H3) zu unterscheiden, konnte mit Hilfe einer kombinierten Analyse aller drei
Genfragmente (1772 bp) eine Separierung in verschiedene Artgruppen und auch
die korrekte Zuordnung vieler Arten erreicht werden. Zukiinftige Studien kénnten
mit Hilfe weiterer mitochondrialer Genfragmente (oder ganzer Mitogenome) in
Kombination mit zusétzlichen nuklearen Markern den Status weiterer Arten klaren
und eine Revision der Gattung unterstitzen.
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Einleitung

Mit fast 28.000 rezenten Arten sind die Heuschrecken eine diverse Ordnung
(CigLIANO et al. 2019). Die Taxonomie innerhalb vieler Gruppen der Heuschrecken
ist unklar und auch der Artstatus vieler Taxa muss Uberprift werden. Dieses stellt
sich oft als schwierig heraus, da Taxonomen mit dem Detailwissen zu den jeweili-
gen Gruppen fehlen (DREw 2011). Die Suche nach alternativen Methoden zur
schnellen und objektiven Bestimmung und Beschreibung von Arten hat zur Ent-
wicklung diverser molekularer und statistischer Werkzeuge geftihrt, die zumindest
in der Theorie, die Mehrzahl der Arten identifizieren kbnnen.

Moderne Forschungsansatze, wie beispielsweise das DNA-Barcoding, ermdogli-
chen die Untersuchung von Arten nicht nur mit morphologischen, sondern auch
mit molekularen Methoden. Das Standardgen des DNA-Barcoding bei Tieren ist
ein circa 650 Basenpaare (Bp) langes Fragment der Untereinheit 1 der Cytochrom
Oxidase (COI) (HEBERT et al. 2003). Mit Hilfe des Informationsgehaltes dieses
Gens kdnnen in der Theorie alle erwarteten Tierarten der Welt identifiziert werden
(MOORE 1995, STOCKLE & HEBERT 2008). Die Nutzung des Gens hat sich auch in
der Praxis in verschiedenen Taxa in der deutschen Fauna als sehr erfolgreich her-
ausgestellt (SCHMID-EGGER et al. 2019, MORINIERE et al. 2017, RAUPACH et al.
2014). Diese Methode hat allerdings auch ihre Schwachen, wie am Beispiel einer
Studie tber mitteleuropaische Heuschreckenarten demonstriert wurde (HAWLIT-
SCHEK et al. 2017). Diese Studie zeigte, dass 100% der Ensifera-Arten aus dem
mitteleuropaischen Raum unterschieden werden kénnen, dagegen nur 59% der
Caelifera-Arten molekular voneinander abgrenzbar sind. Hier stellen insbesondere
die Grashupfer (Gomphocerinae) ein Problem dar. Das Problem der mangelnden
Abgrenzung innerhalb dieser Gruppe kann laut HAWLITSCHEK et al. (2017) zahlrei-
che Ursachen haben. Zum einen sind viele Arten innerhalb dieser Gruppe evoluti-
onar gesehen sehr jung, weshalb die Sequenzunterschiede zwischen den nah ver-
wandten Arten zu gering fir eine Unterscheidung sein kbnnen. Da bei der Verwen-
dung von statistischen Artabgrenzungsmethoden haufig prozentuale Sequenzun-
terschiede oder der sogenannte Barcode-Gap zur Unterscheidung der Arten er-
mittelt wird, stellen die unterschiedlichen genetischen Distanzen eine schwer zu
uberwindende Hurde dar. Es kommt hierbei h&ufig dazu, dass Arten mit geringe-
ren Sequenzunterschieden als eine Einheit (molecular operational taxonomic unit
[MOTU]), oder bei der Barcode of Life Database (BOLD) zu einer Barcode Index
Number [BIN]) zugeordnet werden. Das fihrt h&aufig dazu, dass morphologisch
oder bioakustisch abgrenzbare Arten genetisch nicht unterschieden werden. Doch
nicht nur das junge Alter einiger Arten, auch die mogliche Hybridisierung zwischen
Arten kann ein Grund fiir Barcode Sharing, also das Teilen derselben COI-Se-
guenzinformation zwischen mehreren Arten sein. Weiterhin treten bei Heuschre-
cken sehr haufig Pseudogene (Numts) auf, also funktionslose Kopien von Genen,
die frei evolvieren (HOCHKIRCH 2013, SONG et al. 2008, SHAw 2002). Schlief3lich
kann auch die Infektion durch Wolbachia-Bakterien ein Grund flir eine schlechte
Auflésung sein, da diese Auswirkungen auf die Geschlechtsdeterminierung des
Wirtes haben und dadurch auch die Vererbung der Mitochondrien beeinflussen
(HAWLITSCHEK et al. 2017).
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Wahrend HAWLITSCHEK et al. (2017) die mitteleuropaischen Grashupfer nicht auf-
l6sen konnten, waren die Oedipodinae gut mit Hilfe des COI-Gens zu trennen.
Dies ist aber auch damit zu erklaren, dass bei uns nur wenige und phylogenetisch
gut getrennte Arten vorkommen. Schaut man sich aber eine gré3ere Zahl von Ar-
ten innerhalb einer Gattung dieser Unterfamilie an, wandelt sich das Bild (z.B. Hu-
SEMANN et al. 2014). So scheint die Mdglichkeit der Art-Unterscheidung mit Hilfe
von DNA-Barcoding mit zunehmender Diversitat abzunehmen, wie DEY et al.
(2018a) fur die Biskra-Region in Algerien zeigten.

Aufgrund der hohen Diversitat, der sehr ahnlichen Morphologie (Abb. 1) und des
jungen Alters vieler Arten innerhalb der Gattung Sphingonotus (HUSEMANN et al.
2012), stellt diese ein interessantes Modelsystem fiir evolutionsbiologische und
phylogenetische Fragestellungen dar. Mit Giber 143 Arten ist die Gattung die arten-
reichste innerhalb der Oedipodinae (CIGLIANO et al. 2019). Erste Studien von
HOCHKIRCH & HUSEMANN (2008) und HUSEMANN et al. (2013, 2014) haben die Phy-
logenie und Diversitat der Gattung Sphingonotus auf den Kanaren und der Iberi-
schen Halbinsel untersucht und mit Hilfe der Sequenzierung von Fragmenten der
NADH-Dehydrogenase-Untereinheit 5 (ND5), Teilen der 16s-rRNA, tRNA-Leu und
der NADH-Dehydrogenase-Untereinheit 1 (NDS), Internal Transcribed Spacer 2
(ITS2), 12S-rRNA und 16S-rRNA, Arten unterscheiden und eine neue Art auf den
Kanaren, sowie zwei neue Arten auf der Iberischen Halbinsel entdecken kdnnen.
Diese Studien zeigen die Nutzlichkeit molekularer Methoden zur Artabgrenzung.
Hier testen wir nun das Auflosungsvermogen von COI, des beim DNA-Barcoding
am haufigsten verwendeten Gens, sowie der Kombination mehrerer Gene an einer
grol3en Anzahl von Arten verschiedenen Alters mit einer weiten Verbreitung und
verschiedener Divergenz innerhalb der Gattung Sphingonotus.
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Abb. 1: Die Graphik verdeutlicht die Ahnlichkeit zwischen einigen Arten der Gattung
Sphingonotus und ihre teils Uberlappende Verbreitung. Hier sind als Beispiel
die vier im Iran vorkommenden (Unter-)Arten S. rubescens fasciatus Mistshen-
ko, 1937; S. pictipes Uvarov, 1952; S. coerulipes coerulipes Uvarov, 1922 und
S. caerulans caspicus Mistshenko, 1937 mit ihren bisherigen bekannten Fund-
orten im Iran dargestellt (verandert nach DEey et al. 2018).
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Methoden und Ergebnisse

Um die Erfolgsrate von DNA-Barcoding bei der Gattung Sphingonotus zu testen,
stellten wir zun&chst einen Datensatz mit einer moéglichst groRen Anzahl unter-
schiedlicher, durch morphologische Merkmale identifizierter Arten mit einer weiten
geographischen Verbreitung zusammen (Abbildung 2). Hierbei wurde ein Frag-
ment von COI fir 84 Individuen aus 29 verschiedenen Arten amplifiziert und se-
guenziert (siehe Tabelle 1). Die Sequenzen wurden mit den Datenbanken NCBI
und BOLD (RATNASINGHAM & HEBERT 2007, BENSON et al. 2012) abgeglichen. Ein
Alignment aller Sequenzen, inklusive der Aufengruppen Trimerotropis ochracei-
pennis (Blanchard, 1851) und Thalpomena coerulescens Uvarov, 1923, wurde er-
stellt und Phylogenien mit Hilfe von Bayes'schen und Maximum-Likelihood-Ver-
fahren berechnet (RONQUIST et al. 2012, TAMURA et al. 2013). Im Anschluss wur-
den vier verschiedene statistische Artabgrenzungsverfahren (ABGD, stGMYC,
MtGMYC und bGMYC; PoONs et al. 2006, MONGHAN et al. 2009, PUILLANDRE et al.
2012, REID & CARSTENS 2012, FuJiIsAWA et al. 2013, TANG et al. 2014) auf den
Datensatz angewandt. Wahrend AGBG die mOTUs mit Hilfe der Barcode-Gap
gruppiert, unterteilen die Methoden stGMYC und mtGMYC die Daten auf der Basis
einer Maximume-Likelihood-Phylogenie in kategorische Cluster. Die bGMYC Me-
thode hingegen nutzt eine Bayes'sche Phylogenie. Die jeweilig berechneten
mOTUs wurden im Anschluss auf Kongruenz verglichen. Wahrend bGMYC die
Individuen in 21 und mtGMYC in 25 Gruppen unterteilten, was der Anzahl von 29
morphologisch bestimmter Arten am nachsten kam, definierten die Methoden
ABGD 16 und stGMYC 18 mOTUs. Keine der Methoden gruppierte mehr als 24%
(bGMYC) aller analysierten Individuen in die korrekten morphologisch definierten
Gruppen.

Abb. 2: Diese Karte zeigt die Herkunft der in dieser Studie genutzten Proben.
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Tab. 1:

Ubersicht tUber die in dieser Studie einbezogenen morphologisch
determinierten Arten mit Individuenzahl.

Gattung Art Individuen-
anzahl

Sphingonotus caerulans 5

Sphingonotus canariensis

Sphingonotus candidus

Sphingonotus coerulipes

Sphingonotus eurasius

Sphingonotus finotianus

Sphingonotus fuerteventurae

Sphingonotus

fuscoirroratus

Sphingonotus

fuscus

2

1

6

3

5

2

5

4
Sphingonotus beybienkoi 2
Sphingonotus haitensis 5
Sphingonotus lucasii 4
Sphingonotus obscuratus 2
Sphingonotus octofasciatus 1
Sphingonotus pachecoi 2
Sphingonotus pilosus 2
Sphingonotus rubescens 6
Sphingonotus satrapes 1
Sphingonotus savignyi 8
Sphingonotus sublaevis 1
Sphingonotus theodori 3
Sphingonotus vosseleri 3
Sphingonotus azurescens 3
Thalpomena coerulescens 1
Trimerotropis ochraceipennis 1
Sphingoderus carinatus 1
Sphingonotus spl 2
Sphingonotus cf. lucidus 2
Sphingonotus sp 2 1

Im nachsten Schritt wurden fir die gleichen Individuen fur die COI sequenziert
wurde, auch das mitochondriale Gen ND5, welches in vorherigen Analysen bereits
fur die Rekonstruktion von Phylogenien der Gattung verwendet wurde (HOCHKIRCH
& HUSEMANN 2008), sowie das Kerngen Histon 3 (H3) (COLGAN et al. 1998) analy-
siert. Die beiden zusatzlichen Genfragmente wurden einzeln mit Hilfe der bereits
fur den COIl-Datensatz genutzten Artabgrenzungs-Methoden (ABGD, stGMYC,
MtGMYC, bGMYC) untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass auch die bei-
den zusatzlich genutzten Fragmente in der Einzelanalyse keine ausreichende Auf-
I6sung darboten. Der analysierte ND5-Datensatz trennte maximal vier Arten der
Gattung korrekt auf (ABGD), dabei entsprach die errechnete Anzahl an mOTUs
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nahezu der morphologisch abgegrenzten Artanzahl (21 mOTUs berechnet auf 29
morphologische Arten). Der H3-Datensatz wies in keiner Analysemethode eine
annéhernd korrekte Trennung auf. Die Anzahl der mOTUs wurde entweder stark
unter- oder Uberschéatzt. Die Ergebnisse aller Analysen fiir die einzelnen Genfrag-
mente sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tab. 2: Ergebnisse der verschiedenen statistischen Artabgrenzungsmethoden: Auto-
matic Barcode Gap Discovery (ABGD), Single Threshold General Mixed Yule
Coalescent (stGMYC), Multi Threshold General Mixed Yule Coalescent
(mtGMYC) und Bayesian General Mixed Yule Coalescent (bGMYC) fir jedes
der analysierten Gene. Die jeweilige Anzahl an berechneten Gruppen ist unter
# zu finden, wahrend % die prozentuale Anzahl an korrekt zugeordneten Arten
nach morphologischer Artbestimmung angibt.

ABGD stGMYC mtGMYC bGMYC
# % # % # % # %
COl 16 20 18 17 25 13 21 24
ND5 21 13 19 17 24 13 17 21
H3 38 13 2 0 2 0 3 0

Zusatzlich wurden die drei amplifizierten Genabschnitte gemeinsam analysiert.
Die Gesamtlange des neuen Datensatzes betrug 1772 bp. FUr jedes genutzte In-
dividuum wurden alle drei Genfragmente amplifiziert und in die Analysen einbezo-
gen. Auch hier wurden Phylogenien mit Hilfe von Bayes'schen und Maximum-
Likelihood-Verfahren berechnet und die resultierenden Topologien im Anschluss
verglichen. Fir die Multi-Gen Ba&ume wurden keine Artabgrenzungsmethoden ver-
wendet, da bisher nur wenige Algorithmen zur Analyse kombinierter Multi-Gen
Datensatze entwickelt wurden. Allerdings wiesen die phylogenetischen Baume
des kombinierten Datensatzes eine bessere Auflosung als alle einzeln genutzten
Fragmente auf. Die meisten Knotenpunkte des Baums waren statistisch gut ge-
stutzt (> 95% posteriore Wahrscheinlichkeit). Es ist zwar immer noch nicht mog-
lich, alle analysierten Arten voneinander zu trennen, jedoch lassen sich zumindest
Artgruppen definieren. Im Stammbaum konnten vier grol3e, gut voneinander ab-
getrennte Cluster identifiziert werden (Abbildung 3). Innerhalb dieser Cluster konn-
ten manche Arten nicht eindeutig genetisch voneinander unterschieden werden
und tauchen an mehreren Stellen auf (z.B. S. caerulans, S. coerulipes). Einige
Arten waren allerdings klar abtrennbar (z.B. S. [S.] fuerteventurae, S. beybienko,
S. haitensis). Basierend auf dem konkatenierten phylogenetischen Stammbaum,
lassen sich somit theoretisch circa 50% der Arten abgrenzen. Hierbei muss aber
klar gesagt werden, dass diese Beurteilung nicht mit Hilfe eines Artabgrenzungs-
algorithmus erstellt wurde.
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D588 Sphingonotus lucasii
K522 Sphingonotus lucasii
D587 Sphingonotus lucasii

D239 Sphingonotus azurescens
K20 Sphingonotus sublaevis
K3 Sphingonotus pachecoi
K7 Sphingonotus pachecoi
K731 Sphingonotus canariensis
D78 Sphingonotus savignyi
DBO Sphingonotus savignyi
K145 Sphingonotus savignyi
K354 Sphingonotus fuerteventurae
K456 Sphingonotus fuerteventurae
D595 Sphingonotus finotianus
D596 Sphingonotus finotianus
D761 Sphingonotus finotianus
D756 Sphingonotus finotianus
D214_Sphingonotus azurescens
K762 Sphingonotus azurescens
K383 Sphingonotus finotianus
Iran427 Sphingonotus savignyi
K512 Sphingonotus canariensis
K150 Sphingonotus savignyi
Iran425 Sphingonotus savignyi
Iran426 Sphingonotus savignyi
=% K541 Sphingonotus savignyi

K539 Sphingonotus vosseleri
D558 Sphingonotus lucasii

D303 Sphingonotus rubescens
K511 Sphingonotus tubescens
MGL52 Sphingonotus rubescens
K497 Sphingonotus rubescens
MGL287 Sphingonotus beybienkoi
| MGL3 Sphingonotus beybienkoi
MGL71 Sphingonotus cf fucidus
MGL93 Sphingonoius cf lucidus
D1 Sphingonotus caerulans
D656 Sphingonofus caerulans
K315 Sphingonotus caerulans
K351 Sphingonotus rubescens
=3 K510 Sphingonotus rubescens

K608 Sphingonotus caerulans
K613 Sphingonotus caerulans
K403 Sphingonotus candidus

[ MGL94 Sphingonotus obscuratus

MGL99 Sphingonotus obscuratus

Iran101 Sphingonotus coerulipes

M Iran90 Sphingonotus coerulipes S. COGFU/ipES'G ruppe

Iran117 Sphingonotus coerulipes
D508 Sphingonotus coenilipes
Iran415 Sphingonotus coerulipes
Iran175 Sphingonotus theodor
Iran179 Sphingonotus theodori
Iran403 Sphingonotus sp 1
Iran404 Sphingonotus sp 1

D511 Sphingonotus coenilipes
Iran105 Sphingonotus fuscus
Iran92 Sphingonotus fuscus
Iran138 Sphingonotus fuscus
Iran240 Sphingonotus theodor
Iran91 Sphingonotus fuscus
1ran390 Sphingonotus eurasius
1ran396 Sphingonotus eurasius
K799 Sphingonotus eurasius

740 o ot S. haitensis-Gruppe

T179 Sphingonotus haitensis
T178 Sphingonotus haitensis
K423 Sphingonotus haitensis
K631 Sphingonotus fuscoiroratus
T_E T66 Sphingonotus fuscoiroratus
T166 Sphingonotus fuscoimoratus
' : K424 Sphingonotus fuscoirroratus
L, - T172_Sphingonolus fuscoiroratus _____
Iran109 Sphingoderus carinatus
D496 Sphingonotus pilosus
1ran327 Sphingonotus pilosus
K227 Thalpomena coerulescens
D592 Sphingonotus vosseleri
D594 Sphingonotus vosseleri
MGL4 Sphingonotus sp 2
K470 Sphingonotus octofasciatus
Iran434 Sphingonotus satrapes
T128 Trimerotropis ochraceipennis

-_— @ = posterior Probability = 0,95
20

Abb. 3: Diese Bayes'sche Phylogenie wurde auf Basis des Multi-Gen Datensatzes be-
rechnet. Schwarze Knotenpunkte reprasentieren posteriore Wahrscheinlichkei-
ten Uber 95%. Die in dieser Studie definierten Kladen der S. azurescens-
Gruppe (blau), der S. caerulans-Gruppe (rot), der S. coerulipes-Gruppe (violett)
und der S. haitensis-Gruppe (grtin) sind farblich markiert. Die gestrichelte griine
Line zeigt zwei weitere Individuen die zur S. haitensis-Gruppe gehéren, aller-
dings innerhalb des Baums nicht direkt in die Klade fallen. Die jeweiligen Fund-
orte der Individuen sind auf den nebenstehenden Verbreitungskarten aufge-
zeigt.
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Diskussion

Im vorliegenden Projekt haben wir vier verschiedene Methoden zur molekularen
Artunterscheidung auf der Basis von COI, ND5 und H3 Einzelgenfragmenten und
des kombinierten Multi-Gen Datensatzes verwendet, um Sphingonotus-Arten mo-
lekular zu unterscheiden. Um die Auflosung der genutzten Genfragmente untersu-
chen zu kénnen, wurden alle verwendeten Marker mit den vier Artabgrenzungs-
methoden einzeln untersucht. Der COI-Datensatz erbrachte unabhangig von der
statistischen Methode nur eine geringe Auflosung. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass auch die Fragmente ND5 und H3 einzeln keine, oder eine nur ge-
ringflgig bessere Auflosung als COIl aufweisen. Wahrend bei einigen Artabgren-
zungsmethoden die Anzahl der mOTUs im Vergleich zur morphologischen Ein-
schatzung relativ dhnlich war, verfehlten alle Methoden die korrekte Zuordnung
von Individuen zu den morphologisch bestimmten Arten. Die Mehrzahl der mOTUs
bestand aus mehr als einer morphologisch identifizierten Art. Zudem kamen teil-
weise Individuen einer Art in verschiedenen mOTUs vor. Dieses Muster weist auf
intensives Teilen von identischen oder nahe verwandten Barcodes hin, wie es zum
Beispiel auch in der Studie von HAWLITSCHEK et al. (2017) fur Gomphocerinae, in
der Arbeit von TREWICK (2008) fur die neuseelandischen Heuschrecken oder auch
in ZHou et al. (2019) fur die chinesischen Laubheuschrecken beobachtet wurde.
Doch nicht nur in den Orthopteren, auch in anderen Taxa beispielsweise in den
nord-west-pazifischen Mollusca (LI et al. 2016) oder européischen Lepidoptera
(HUEMER et al. 2014) traten die bereits erlauterten Probleme beim Barcoding auf.
In vielen anderen Insektengruppen, wie beispielsweise der hoch diversen Bienen-
gattung Lasioglossum, lassen sich die einzelnen, meist sogar kryptischen, Arten
uber DNA-Barcoding trennen (LANDAVERDE-GONZALEZ et al. 2017). Auch in den
tropischen Lepidoptera konnten mit Hilfe von Barcoding 97,9% der 521 untersuch-
ten Arten unterschieden werden (HAJIBABAEI et al. 2006). Des Weiteren konnten
in einer Studie von FOOTTIT et al. (2008) mehr als 96% aller kanadischen Blattlause
differenziert werden.

Innerhalb der Gattung Sphingonotus scheint der Informationsgehalt des COI-Frag-
ments, sowie der anderen genutzten Fragmente ND5 und H3 allerdings nicht aus-
zureichen, um die Arten zu differenzieren. In den Analysen der einzelnen Genfrag-
mente konnte keine der statistischen Artabgrenzungsmethoden mehr als 24% der
Individuen den morphologisch bestimmten Arten zuordnen. Die Analyse des Multi-
Gen Datensatzes uber Bayes'sche und Maximum-Likelihood Phylogenien war er-
folgreicher, grenzte aber auch nur Artgruppen korrekt voneinander ab, die jeweils
mehrere nicht oder nur teilweise voneinander trennbare Arten beinhalteten. Einige
andere Arten innerhalb der Cluster konnten allerdings gut von anderen unterschie-
den werden. Dies traf besonders fur die basalen Arten innerhalb der Cluster zu.

Auf Grund des jungen Alters vieler Arten der Gattung, der weiten Verbreitung und
auch der morphologischen Ahnlichkeit, konnen mehrere Aspekte eine Rolle fir die
mangelnde Auflosung des COl-Datensatzes spielen. Der potentiell wichtigste
Faktor fur das intensive BIN-Sharing (Teilen der gleichen COI-Sequenz zwischen
verschiedenen Arten) ist das junge Alter und das vermeintlich hohe Potential ftr
Hybridisierung in jungen Radiationen.
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Zudem konnte die unterschiedliche Evolutionsgeschwindigkeit in einzelnen Linien
eine Rolle spielen, mit denen einige der statistischen Methoden nicht umgehen
konnen (LUNT et al. 1996, LIN et al. 2004). Dies gilt vor allem fir ABGD, einer
Methode die auf der Berechnung eines Barcode-Gap basiert. Hier besteht das
Problem darin, dass in evolutionar heterogenen Gruppen mehrere Gaps ausgebil-
det sein konnen (MEYER & PAULAY 2005).

Die Hinzunahme zusatzlicher Genfragente fuhrt zu einer besseren Auflésung der
Phylogenie. Verglichen mit den Ergebnissen aus der Analyse der COI-Sequenzen
allein, wurde es bei der Multi-Gen Analyse mdglich, die Arten in vier Cluster zu
separieren (S. azurescens-Gruppe; S. caerulans-Gruppe; S. coerulipes-Gruppe;
S. haitensis-Gruppe [Abb. 3]). Vorherige Studien hatten bereits drei dieser Grup-
pen identifiziert (S. azurescens-Gruppe; S. caerulans-Gruppe, S. haitensis-
Gruppe; HUSEMANN et al. 2014, 2015) und zeigten bereits die Schwierigkeit die
Gruppen mit wenigen Genfragmenten aufzulésen. Eine bisher unbekannte Grup-
pierung stellt die S. coerulipes-Gruppe dar. In diesem Teil des Baumes befanden
sich ausschlief3lich Proben, die aus Sudwest-Asien stammten. Diese geographi-
sche Separierung einzelner, zum Teil flr diese Region endemischer Arten (z.B. S.
theodori, S. fuscus), lasst darauf schliel3en, dass die Gruppe sich vor langerer Zeit
abgespalten hat und eine eigene unabhangige Radiation in dem Gebiet durchlau-
fen hat, ahnlich der beiden anderen Gruppen im mediterranen Raum. Des Weite-
ren war es uns maoglich mit Hilfe dieser Studie eine potentiell neue Art aus der
Region zu finden. Diese ist morphologisch recht ahnlich zu der weit verbreiteten
Art Sphingonotus (Sphingonotus) rubescens Walker, 1870, von welcher mehrere
Unterarten bekannt sind, die vor allem in Zentral- und Westasien verbreitet sind
(S. r. afghanicus, S. r. fallax, S. r. fasciatus, S. r. subfasciatus). Da S. rubescens
allerdings genetisch innerhalb der S. caerulans-Gruppe clustert, war es uns mog-
lich die potentiell neue Art von der weit verbreiteten zu unterscheiden. In einer
zukunftigen Studie wollen wir die potentiell neue Art genauer untersuchen und be-
schreiben.

Ausblick

Um die Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der Gattung Sphingonotus klaren
zu konnen, wird es in Zukunft notwendig sein, mehr Individuen einer mdglichst
grofRen Anzahl von Arten und vor allem aus allen Verbreitungsgebieten zu unter-
suchen. Hierbei hat sich bereits herausgestellt, dass Datensatze, die ausschliel3-
lich COI-Sequenzen enthalten, keine klare Separierung gewahrleisten. Die bisher
verwendeten drei Genfragmente COI, H3 und ND5 scheinen in Kombination vari-
abel genug zu sein, um Artengruppen (und zum Teil Arten) zu unterscheiden, aber
bieten nicht in allen Féllen eine Auflosung auf Art Ebene. Demnach ist es notwen-
dig, die bisherige Datenbasis zu erweitern und zusatzliche nukleare, sowie mito-
chondriale Genfragmente zu analysieren. Die Nutzung genomischer Daten wird,
wie in anderen rezenten Radiationen vermutlich eine bessere Auflésung der Ver-
wandtschaftsbeziehungen ermoglichen. Eine weitere Mdglichkeit stellt auch die
Nutzung von Mitogenomen in Kombination mit nuklearen Markern dar (SONG et al.
2015, 2018). Diese kbnnen heutzutage relativ kostengunstig tber Next-Genera-
tion-Sequencing-Plattformen generiert werden.
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