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DNA-Barcoding — Perspektiven und Chancen:
Eine Fallstudie am Beispiel der
Laufkafer (Coleoptera: Carabidae)

DNA Barcoding — Perspectives and Chances:
A Case Study on Ground Beetles (Coleoptera: Carabidae)

MicHAEL J. RaupAcH, KARSTEN HANNIG & JOHANN-WoOLFGANG VWWAGELE

Zusammenfassung: Die automatisierte Identifizierung von Organismen mit Hilfe von DNA-
Sequenzen spielt im Rahmen unfangreicher ékologischer Fragestellungen und Biodiversitétsstu-
dien eine immer grofRere Rolle. In diesem Zusammenhang hat sich das Fragment der mitochon-
drialen Cytochrom ¢ Oxidase Untereinheit | (COI) als effektiver Standardmarker etabliert. Die
Nutzung von COI ist jedoch nicht immer unproblematisch, da introgressive Hybridisierungen,
unvollstdndige Linientrennungen (incomplete lineage sorting), mitochondriale Pseudogene
(numts), Heteroplasmie und miitterlich vererbte intrazellulire Endosymbionten Einfluss auf die
Variabilitdt mitochondrialer DNA nehmen kdnnen. In diesem Zusammenhang untersuchten wir
die Effizienz des COIl-Barcodes und dreier nuklearer ribosomaler Expansionssegmente (18S
rDNA: V4, 18S rDNA: V7 und 28S rDNA: D3), um 75 Arten mitteleuropdischer Laufkéfer zu
identifizieren. Mit Hilfe des COI-Barcodes war es mdglich, 73 (97 %) der untersuchten 75
Laufkaferarten korrekt zu identifizieren, wahrend die Kombination der drei nuklearen Marker
71 Arten (95 %) aufzuldsen vermochte. Unsere Ergebnisse zeigen das grofRe Potenzial des COl-
Barcodes und der nuklearen ribosomalen Expansionselemente als ergdnzende Marker fur die
Identifizierung von Laufké&ferarten.

Schlisselworter: COI, DNA-Barcoding, Mitteleuropa, molekulare Artidentifizierung, nukleare
rDNA-Expansionselemente

Abstract: The automated identification of organisms using DNA sequences becomes more and
more important in comprehensive ecological and biodiversity studies. In this context, a fragment
of the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase | (COI) gene has been proposed as standard DNA
barcoding marker for the identification of organisms. However, limitations of the COI barcoding
approach can arise from the effect of introgressive hybridization, incomplete lineage sorting,
numts, heteroplasmy and maternal inheritance of intracellular endosymbionts. Our study tests
the effectiveness of the COI barcoding region and of three nuclear ribosomal expansion segments
(18S rDNA: V4, 18S rDNA: V7 and 28S rDNA: D3) in discriminating 75 Central European
ground beetle species. 73 species (97%) of the analysed species could be accurately identified
using COl, while the combined approach of all three nuclear markers provided resolution among
71 (95%) of the studied ground beetles. Our results reveal the high potential of COI barcodes
and nuclear ribosomal expansion segments as supplementary marker in discriminating carabid
Species.

Keywords: COI, DNA barcoding, Central Europe, molecular species identification, nuclear DNA
expansion segments
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1. Einleitung

Die Erfassung der Biodiversitét stellt eine der
groBRten Herausforderungen in der Biologie
dar. Aktuellen Schatzungen zufolge existie-
ren zwischen 30 und 100 Millionen Arten von
Organismen auf unserem Planeten (May
1988; BLaxTer 2003). In den letzten 250 Jah-
ren der Uberwiegend morphologisch-syste-
matischen Arbeit konnten bislang allerdings
nur rund 1,8 Millionen Arten beschrieben
werden. Bei maximal zu prognostizierender
Artenzahl sind daher bei gleich bleibender
Arterfassungsrate noch weitere 15000 Jahre
zur vollstdndigen Erfassung der Biodiversi-
tat notwendig. Alternative Methoden zur
beschleunigten Erfassung der Biodiversitét
in einer Zeit des globalen Klimawandels und
weitreichender Umweltzerst6rung sind daher
gefragt. Eine viel versprechende Maoglichkeit
stellt hierbei die Verwendung von DNA-Se-
quenzen zur Artidentifizierung dar. Ziel des
ambitionierten und visiondren ,,Barcode of
Life“-Projekts (www.ibolproject.org), initiiert
von PauL Hesert (HegerT et al. 2003a, b)
aus Kanada, ist die Erfassung und Beschrei-
bung aller Arten mittels eines sogenannten
»DNA-Barcodes” (Abb. 1). Die Nutzung ei-
nes solchen molekularen Markers ermdoglicht
sowohl die Bestimmung aller Entwicklungs-
stufen von Organismen als auch die von
Organismusfragmenten unter Zuhilfenahme
von Automatisierungsprozessen und ist da-
her insbesondere flir umfangreiche Biodiver-
sitatsstudien von groBem Nutzen.

Als molekularer Marker hat sich in diesem
Zusammenhang ein etwa 600 Basenpaare
langes Fragment der mitochondrialen Cyto-
chrom ¢ Oxidase Untereinheit 1 (COI) bei
sehr vielen Tierarten bewéhrt (HeserT et al.
20033, b). Die Vorteile der Verwendung mi-
tochondrialer DNA fur molekulartaxonomi-
sche Zwecke sind vielfaltig. So werden mit
wenigen bislang bekannten Ausnahmen Mi-
tochondrien maternal vererbt; entsprechend
unterliegt die mitochondriale DNA faktisch
keiner Rekombination. Mitochondriale DNA

zeichnet sich weiterhin in vielen Abschnitten
durch eine allgemein hohe Mutationsrate aus.
Dartiber hinaus erlauben im Falle des COI
hoch konservierte Regionen, die den Barcode-
Abschnitt flankieren, die Verwendung von
universellen Primern fir eine Vielzahl von
Taxa. Bereits heute bestétigen zahlreiche Stu-
dien die Effizienz dieser Methodik (z. B.
SmiTH et al. 2005; CLare et al. 2006; Costa et
al. 2007, 2009; HuserrT et al. 2008; SMITH &
FisHER 2009; ZHou et al. 2009).

\on entscheidender Bedeutung ist jedoch die
Existenz einer so genannten Barcoding Li-
cke (barcoding gap): die innerartliche (intras-
pezifische) Variabilitdt muss einen geringe-
ren Wert einnehmen als die zwischenartliche
(interspezifische) Variabilitat. Innerhalb einer
Art liegen gewdhnlich verschiedene Haplo-
typen oder Varianten eines Gens vor. Die Un-
terschiede sind oft gering und beschréanken
sich meist auf wenige einzelne Mutationen
in den Nukleotidsequenzen. Dies gilt auch
fiir das als Barcode verwendete COI-Gen. Die
fur das Barcoding relevante intraspezifische
Variabilitat beschreibt somit nichts anderes
als die Diversitat der COI-Haplotypen inner-
halb einer Art. Verschiedene Barcodingstudi-
en unterschiedlichster Taxa zeigen, dass die
beobachtete intraspezifische COI-Variabilitét
in den meisten Féllen recht gering ist (weni-
ger als 1 %) und nur selten tber 2 % liegt (z.
B. HeserT et al. 2003a, b, 20044, b; BaLL etal.
2005; Warp et al. 2005; Haueasaei et al. 2006;
Buckuin etal. 2007; Jornson et al. 2008; HoL-
MEs et al. 2009). Liegen nun reproduktiv iso-
lierte Gruppen von Organismen vor, ist kein
Genfluss und keine Vermischung der unter-
schiedlichen Haplotypen zwischen den Po-
pulationen mehr zu beobachten. Dies fihrt
dazu, dass sich nun unabhangig in den dis-
tinkten Populationen zuféllige, aber unter-
schiedliche Mutationen anh&ufen und mani-
festieren. Im Laufe der Zeit veréndert sich
dadurch die Zusammensetzung der Haplo-
typen innerhalb einer Art, die interspezifische
Variabilitdt wéchst an und wird letztlich gro-
Rer als die intraspezifische Variabilitat der zwei
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Abb. 1: Werbung fiir das internationale Barcode of Life(iBOL)-Projekt.
Fig. 1: Advertisement for the international Barcode of Life(iBOL)-Project.

nun isolierten Arten. Es liegt dann die so
genannte Barcodingliicke (barcoding gap) vor.
Nur wenn eine solche Barcodingliicke exis-
tiert, ist zwangslaufig eine einwandfreie Art-
identifizierung maoglich (Abb. 2). Zur Ab-
grenzung von Schwesterarten wird fur viele
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Taxa eine Sequenzdivergenz von etwa 2 %
angesehen (siehe oben, Abb. 2). Dieser Schwel-
lenwert wurde im Rahmen umfangreicher Stu-
dien ermittelt (Avise 2000; Hegerr et al. 2003a).
Esist aber zu berticksichtigen, dass dieser WWert
nicht pauschal fur alle Organismen als ,,Art-
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Abb. 2: Schematische Darstellung der intra- und interspezifischen genetischen Distanz mit (A) und
ohne (B) Barcodingltcke. Der blaue Balken symbolisiert einen ungefahren Schwellenwert, der flr
viele Taxa als ,,Artgrenze* angesehen werden kann und bei einer Sequenzdivergenz von etwa 2 %

liegt (siehe Einleitung).

Fig. 2: Schematic display of intra- and interspecific genetic distance with (A) and without (B)
barcoding gap. The blue bar indicates a rough threshold for species identification for many taxa
with about 2% sequence divergence (see introduction).

grenze* angesehen werden kann und entspre-
chend (und berechtigterweise) kontrovers dis-
kutiert wird (z. B. VENCEs et al. 2005; Lere-
BURE et al. 2006; FrREzAL & LesLois 2008). Wei-
terhin ist eine sichere Artidentifizierung bei Ar-
ten, die erdgeschichtlich betrachtet erst vor sehr
kurzer Zeit entstanden sind, oder Organismen,
die sich noch im Artbildungsprozess befin-
den, nicht immer mdglich. Als klassische Bei-
spiele hierfir kénnen unter anderem Frucht-
fliegen (MaLLET 2006; KuLATHINAL et al. 2009)
und Buntbarsche (Cichliden) (KocHer 2004,
SeeHAUseN 2006) angesehen werden. In sol-
chen Féllen kdnnen schneller evolvierende Mar-
ker aus dem Bereich der Populationsgenetik
wie zum Beispiel Mikrosatelliten zur Deter-
minierung nitzlicher sein.

Es soll nicht unterschlagen werden, dass die
Verwendung von COIl auch mit anderen Pro-
blematiken behaftet sein kann. Hybridisierun-
gen, eine ,,unvollstdndige Liniensortierung”
(incomplete lineage sorting), aber auch das
Auftreten intrazellularer Endosymbionten
(zum Beispiel Wolbachia oder Rickettsia) kon-
nen zu einer Verfalschung der mitochondria-
len Variabilitat fuhren (z. B. CiancHi et al.
2003; Hunpspoerrer et al. 2005; PErRLMAN et
al. 2006; NaGaTa et al. 2007; ZHANG & SoTA
2007; Duron et al. 2008). Heteroplasmie, also
das Vorhandensein verschiedener mitochon-
drialer Genkopien in einer Zelle oder einem
Individuum (Kwmiec et al. 2006; siehe aber
auch Parr et al. 2009), und die Existenz mi-
tochondrialer Genabschnitte, die durch Trans-



DNA-Barcoding — Perspektiven und Chancen

175

lokationsprozesse in den Zellkern (ibertra-
genwurden und nun keinem Selektionsdruck
mehr unterliegen (sog. numts) kénnen ihrer-
seits erhebliche Probleme bei der Amplifizie-
rung bereiten (z. B. BEnsasson et al. 2000;
PamiLo et al. 2007; Sona et al. 2008; BuHay
2009; Heaing et al. 2009). Und schlieflich
konnte in Einzelfallen die zur Artdifferen-
zierung notwendige Barcodingliicke nicht
nachgewiesen werden (Mever & Pautay 2005;
WiemeRrs & FiepLer 2007; Abb. 2).

Es erscheint somit durchaus sinnvoll, sich
bei der molekulartaxonomischen Erfassung
von Arten nicht nur auf ein mitochondriales
Genfragment zu verlassen, sondern nach ei-
ner ersten Analyse des COI-Fragments ande-
re geeignete, moglichst nukleare Genabschnit-
te zu untersuchen. Als alternative Marker bie-
ten sich hier so genannte hypervariable Ex-
pansionssegmente der ribosomalen DNA
(rDNA) an. Im Gegensatz zu proteinkodie-
renden DNA-Abschnitten zeichnen sich ri-
bosomale Expansionssegmente auf Grund
von Substitutionen, Insertionen und Dele-
tionen durch mitunter groRRe Langenvariatio-
nen selbst zwischen nahe verwandten Arten
aus (zum Beispiel Hancock & VocLER 2000;
Hwang et al. 2000; Xk et al. 2009), wahrend
innerhalb einer Art keine Variabilitat auf
Grund des Prinzips der ,,concerted evolu-
tion“ (z. B. HiLuis & Dixon 1991; Liao 1999;
EickBusH & EickBusH 2007 GANLEY & Ko-
BavasHi 2007) zu erwarten ist. Allerdings evol-
vieren diese Bereiche der rDNA im Vergleich
zu mitochondrialer DNA deutlich langsamer.
Entsprechend kdnnen bereits einzelne Sub-
stitutionen, Deletionen oder Insertionen auf
distinkte und reproduktiv isolierte Taxa hin-
weisen.

In unserer Fallstudie untersuchten wir die
Effizienz des COI Barcodes fur die Identifi-
kation verschiedener ausgewahlter Laufkéfer-
arten aus Mitteleuropa (Abb. 3). Erganzend
testeten wir den Nutzen dreier ausgewéhlter
nuklearer ribosomaler Expansionssegmente
(18SrDNA: V4, V7;28SrDNA: D3) als un-
terstutzende Marker.
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In Mitteleuropa werden aktuell mehr als 750
Laufkaferarten unterschieden (MuLLEr-MoTz-
FeLD 2004), wobei zahlreiche Arten in mitun-
ter sehr komplexen taxonomischen Kon-
strukten zusammengefasst werden, die sich
unter anderem in der Existenz zahlreicher
»,Untergattungen* und ,,Unterarten* wider-
spiegeln. In vielen Fllen ist es allerdings nicht
sicher, ob lediglich eine phanotypische oder
morphologische Variabilitat beobachtet wird
oder Populationen tatséchlich reproduktiv
isoliert sind. Da viele Laufkéferarten als Indi-
katorarten fiir einen bestimmten Lebensraum
oder fiir eine bestimmte Habitatqualitat gel-
ten, ist jedoch eine genaue Kenntnis der Ta-
xonomie fir viele naturschutzfachliche und
Okologische Fragestellungen essenziell. \Von
besonderem Interesse ist die Fahigkeit der
genutzten molekularen Marker, nahe ver-
wandte ,,Artenpaare* der Laufkéfer unter-
scheiden zu kénnen. Hierzu wurden die drei
Artenpaare Bembidion lampros/properans, Clivi-
na collaris/fossor und Pterostichus nigrita/rhae-
ticus genauer untersucht. Im Falle von B. lam-
pros/properans sind die morphologischen
Unterschiede zwischen beiden Arten mitun-
ter nur sehr gering sind, z. B. die Auspragung
der Flugeldeckenstreifung und der Stirnfur-
chen (MuLLer 1971; LinbroTH 1985; MULLER-
MotzreLb 2004). Ahnliches gilt auch fiir die
zwei untersuchten Clivina-Arten. So gilt Clivi-
na fossor als Schwesterart von Clivina collaris,
wurde aber in der Vergangenheit bisweilen
als deren Unterart angesehen. Eine Zusam-
menfassung dieser taxonomischen Thema-
tik gibt SokoLowski (1955). Im Gegensatz
zu Clivina fossor ist Clivina collaris jedoch durch-
schnittlich etwas kleiner und zweifarbig; ver-
schiedene morphologische Merkmale (u. a.
die Auspragung der Kinnmittelzahnspitze
sowie der Tuberkel an der Basis der Fliigel-
deckenintervalle) sowie unterschiedliche 6ko-
logische Préferenzen unterstutzen die Vor-
stellung, dass es sich hier um zwei distinkte
Arten handelt (z. B. SokoLowski 1955; MuL-
LER-MoTzreLD 2004). Etwas schwieriger ge-
staltet sich dagegen die Situation bei Pterosti-
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Abb. 3: Aufnahmen einiger ausgewdhlter Vertreter der bearbeiteten Laufkafer. A: Abax becken-
hauptii, B: Amara erratica, C: Anchomenus dorsalis, D: Elaphropus quadrisignatus, E: Clivina fossor,
F: Carabus nemoralis, G: Omophron limbatum, H: Bembidion aspericolle, 1: Harpalus affinis. Mafstabs-
balken = 1 mm. Mit freundlicher Genehmigung von OrRTwIN BLEICH.

Fig. 3: Images of some selected species of the analysed ground beetles. A: Abax beckenhauptii,
B: Amara erratica, C: Anchomenus dorsalis, D: Elaphropus quadrisignatus, E: Clivina fossor, F: Carabus
nemoralis, G: Omophron limbatum, H: Bembidion aspericolle, 1: Harpalus affinis. Scale bar = 1 mm. By
courtesy of ORTwWIN BLEICH.
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chus nigrita/rhagticus. Okologische Studien
und Kreuzungsexperimente ausgewéhlter
Populationen geben Hinweise auf die Exi-
stenz zweier Pterostichus-Arten, die jedoch lan-
ge Zeit nicht als solche erkannt wurden (THIE-
LE 1977; KocH 1984: MULLER-MoOTZFELD &
HarTmANN 1985; Ancus et al. 2000, 2008).
Die morphologischen Unterschiede sind da-
gegen &uBerst subtil: So kdnnen Ménnchen
primér an der Auspragung der rechten Para-
mere unterschieden werden, wéhrend Weib-
chen in der Form des 8. Abdominalsternits
variieren. Flr beide Merkmale liegen jedoch
zahlreiche Ubergangsformen vor (MULLER-
MoTzreLD & HarRTMANN 1985; ANnGus et al.
2000, 2008), so dass sich auch die Frage stellt,
in welchem MaRe sich eine phénotypische
und/oder morphologische Plastizitét in die-
sen Merkmalen widerspiegelt.

2. Material und Methoden
2.1. Bearbeitete Taxa

Im Rahmen unserer Studie wurden bislang
344 Laufkéfer aus 75 Arten bearbeitet (Tab.
1). Eine solche Studie kann durch die Anzahl
und den Fundort der untersuchten Indivi-
duen malgeblich beeinflusst werden. Prinzi-
piell sollten daher Exemplare aus dem ge-
samten Verbreitungsgebiet einer Art einflie-
Ren. Dies ist aus nachvollziehbaren finanzi-
ellen und logistischen Griinden bislang je-
doch nur begrenzt maglich. Erste Fallstudi-
en zeigten weiterhin, dass eine entsprechend
umfassende Beprobung des Verbreitungsge-
bietes nicht zwingend notwendig ist (z. B.
LukHTtaNov et al. 2009; HeserrT et al. 2010;
JENNINGs et al. 2010). Fiir unsere Studie wur-
den (und werden) im Rahmen unserer Mdg-
lichkeiten Vertreter aus unterschiedlichen geo-
graphischen Regionen untersucht, um zu-
mindest eine grobe Vorstellung von der ge-
netischen Variabilitdt der untersuchten Arten
zu erhalten. Es wurden mindestens zwei und
maximal 13 Individuen pro Art untersucht;
der Durchschnitt lag bei finf Kéfern je Art.
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2.2. DNA-Extraktion, Amplifizierung
und Sequenzierung

Genomische DNA wurde aus frisch gesam-
melten Kafern, Alkoholpréparaten (96%
Ethanol) oder genadelten Individuen (,, Tro-
ckenpréparate*) extrahiert, wobei von grof3en
Arten einzelne Beine und im Falle kleiner bis
sehr kleiner Arten auch komplette Individu-
en eingesetzt wurden. Zur DNA-Isolierung
wurde das QIAmp Tissue Kit (Qiagen
GmbH, Hilden) laut Herstellerprotokoll ver-
wendet. Alle bearbeiteten Kéfer sind in der
Sammlung des Zoologischen Forschungs-
museums Alexander Koenig (ZFMK) in
Bonn hinterlegt; die verwendete DNA wur-
de in der neu gegriindeten hauseigenen DNA
Bank des ZFMK als Bestandteil des DNA-
Bank-Netzwerks (www.dnabank-network.
org) deponiert.

Fir die Amplifizierung der COl wurden Stan-
dardprimer und -protokolle genutzt (siehe
FoLmer et al. 1994), wéhrend die Expansi-
onssegmente mittels eigens generierter Pri-
mer amplifiziert wurden. Detaillierte Infor-
mationen bezUglich der verwendeten Primer-
paare und PCR-Profile kénnen beim Erstau-
tor erfragt werden. Aufgereinigte PCR-Pro-
dukte wurden von einem kommerziellen Se-
quenzierservice (Macrogen, Seoul) unter \Ver-
wendung der PCR-Primer doppelstrangig
sequenziert. Alle Sequenzen wurden beim
National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/
guide) hinterlegt (accession numbers:
GU347009-GU348384).

2.3. Datenanalysen

Alle COI- und Expansionsfragmentsequen-
zen wurden mittels MUSCLE V3.6 (EbGar
2004) unter Verwendung der Grundeinstel-
lung aliniert. Zur Analyse der intra- und inter-
spezifischen genetischen Variabilitét der COI-
Sequenzen wurden die fur Barcodinganalysen
Ublichen Kimura 2-Parameter (K2P)-Distan-
zen (Kimura 1980) mittels PAUP*4.0b10
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Tab. 1: Bearbeitete Laufkéferarten, Anzahl der untersuchten Individuen und maximale intraspezi-
fische K2P-Distanzen des COI-Barcodefragments (* im Falle von Pterostichus nigrita/rhaeticus war

keine Differenzierung mdglich).

Tab. 1: Analysed ground beetle species, number of used specimens and maximum intraspecific
K2P-distances of the COI barcode fragment (* it was not possible to make a differentiation

between Pterostichus nigrita/rhaeticus).

Tribus Gattung Art Anzahl (1) Intraspezifische
COI-Variabilitat (K2P) [%]
Omophronini Omophron limtbatum 4 0
Carabini Carabus auronitens 7 0,0077
Carabus wonilis 4 0,0015
Carabus nentoralis 6 0,0267
Caralbus nitens 4 0
Cychrini Cychrus caraboides 3 0,0016
Nebriini Nebria hellwigii 5 0,038
Nebria jockischii 5 0,0108
Oreonebria castaned 3 ,0046
Elaphrini Filaphrus anrens 4 ,0015
Filaphrus cuprens 4 8]
Flaphrus raparins 4 0,0046
Toricerini 1 oricera pilicornis 4 0,0015
Scaritini Clivina collaris 4 0,0015
Clivina ossor 4 0,0061
Dyschirins aeneis 4 0,0015
Dyschirius chalcens 4 0,0016
Dyschirius thoracicus 4 0,0062
Bembidiini Elaphropus parvitus 3 0,0093
Flaphropus quadrisignatits 4 0,0015
Bembidion articilatum 5 0
Benbidion aspericolle 5 0,0015
Bembidion decoratum 4 0,0015
Bembidion decornm 10 0,0046
Bembidion elongatum 4 0,0015
Benbidion lampros 10 0
Bembidion fitorale 4 00,0093
Bembidion allidipenne 4 0,0015
Bembidion properans 7 0,0187
Bembidion purctulatum 4 0,0046
Bembidion reficorne 4 0,0015
Bembidion Ssemipunctatin 4 0,0015
Bembidion tetracoliunm 6 0,0015
Bembidion Hbiale 4 0,0093
Prerostichini Poecilus cprens 3 0,0123
Prerostichus anthracinns 3 0
Plerostichns aterrimus 5 4,0108
Prerostichns lfjer 3 0
Prerostichns Jurinel 8 0,0077
Prerostichus mielanarins 7 0,0124
Prerostichns niger 10 0,0001
Pierostichns wigrita 10 0,0047*
Prerostichns oblongopunctatus 5 0
Prerostichus panzer! 5 0,0031
Prerostichus rhaeticus 7 0,0047*
Prerostichus snctulatis 3 0
Prerostichus glealeri 3 0,0015
Molops pieens 2 0
Abax Deckenhanptii 3 0,0155
Abax ovalis 6 ,0031
Abax aratlelepipedins 5 0
Platynini 1 imodronms assimills 13 0,0139
Anchomenus dorsalis 6 0,0015
Agonum emarginatim 3 0
Agonum margnatum 4 0,0031
Agonnm micans 4 0,0031
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Tab. 1: Fortsetzung.
Tab. 1: Continued.

Tribus Gattung Art Anzahl (n) Intraspezifische
COI-Variabilitit (K2P) [%]
Agonnm mueller 3 0,0031
Agonnm vidnm 3 0
Zabrini Amara anthobia 2 0,0032
Amara aitlica 2 0,0033
Amara ervatica 5 (0,0015
Amara qgriensel] 5 (,0031
Amara similata 3 0
Harpalini Apnisodachlns binotatus 2 0,0034
Harpalus affinis 9 0,0015
Harpalus rubripes 3 0
Harpalus rufipes 3 0
Dicheirotrichus grstavil 5 0,0031
Dichetrotrichns obsoletns 4 0
Stenolophus s 2 0
Stenolophus tentonns 5 0,0124
Licinini Licinus boffmannsesgii 4 0,0046
Lebiini Dronmins quadripaculatis 3 0,0186
Philorbizns melanocephalius 3 0
Philorhizis sioma 2 0
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Abb. 4: Histogramm der berechneten intra- und interspezifischen K2P-Distanzen des COI-Bar-
codefragments.

Fig. 4: Histogram of the calculated intra- and interspecific K2P-distances of the COI barcode
fragment.
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(SworrForp 2002) berechnet (Tab. 1, Abb. 4)
und mit Hilfe des Programms PAST Version
1.94b (HammeR et al. 2001) als Histogramm
dargestellt. Weiterhin wurde das Neighbour-
joining-Clusterverfahren (Sarrou & Nei1 1987)
unter Verwendung des K2P-Modells zur
Distanzkorrektur bei der Topologiekonstruk-
tion der COI-Daten mittels PAUP*4.0b10
verwendet (Abb. 5). Fur die einzelnen ribo-
somalen Datensétze wurden patristische Dis-
tanzen (p-Distanzen) unter Verwendung von
PAUP* berechnet (nicht dargestellt) und eben-
falls als Neighbour-joining-Topologie visua-

lisiert (nicht dargestellt). Fur alle Topologien
wurde Priacma serrata (Coleoptera, Archoste-
mata, Cupedidae) als AuBengruppentaxon
verwendet; die Sequenzen wurden vom Na-
tional Center for Biotechnology Informati-
on bezogen (COI: EU839762, 18S rDNA:
EU797411, 28S rDNA: EU797380).

Es soll an dieser Stelle nochmals explizit be-
tont werden, dass die erhaltenen Topologien
keinesfalls als Rekonstruktion der Verwandt-
schaftsverhdltnisse gedeutet werden diirfen.
Vielmehr handelt es sich hierbei um eine
Methodik, Sequenzen gemaR ihrer Ahnlich-

Abb. 5: Neighbour-joining-Phylogramm des COI-Datensatzes, basierend auf K2P-Distanzen so-

wie Abbildungen einiger ausgewdhlter Arten.

Fig. 5: Neighbour-joining phylogram of the COI data set, based on K2P-distances, as well as

images of selected analysed species.
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keit zu gruppieren, als Baum darzustellen und
unter Verwendung entsprechender Parame-
ter Arten zu unterscheiden (siehe auch BLax-
TER 2004; StEINKE €t al. 2005; AsTrIN et al.
2006).

3. Ergebnisse
3.1. Der COIl-Datensatz

Die durchschnittliche K2P-Distanz innerhalb
aller analysierten Laufkéferarten (intraspezifi-
sche Distanz) lag bei 0,2 %, wéahrend die
durchschnittliche Distanz zwischen den Ar-
ten (interspezifische Distanz) innerhalb einer
Gattung 12,6 % betrug. Die niedrigsten in-
terspezifischen K2P-Distanzen fanden sich
in der Gattung Agonum. Hier betrugen die
Distanzen zwischen Agonum emarginatum und
Agonum viduum 3,14 %. Im Rahmen des
untersuchten Artenspektrums wiesen zehn
Laufkéferspezies eine intraspezifische COI-
Variabilitat zwischen 1 und 2 % auf, wobei
fur zwei Arten Werte Uiber 2 % ermittelt wur-
den: Im Falle von Carabus nemoralis betrugen

Bambidion fampros (links) - Bembidion properans (rechis)
CO1: 9 - 9.4% (K2P)
185 Wit: 3 Nukleotide
188 V7: 4 Nukleatide
285 D2 4 Nukleotide

Ciivina collars (links) - Chivina fossor (rechis)
CO1: 4.5 - 5% (K2P)
185 Via: kadng Variabilitht
185 WT: kedne Variabilitat
285 DZ: keina Vanabilitat

Piorasfichus migrta (links) - Plerostichus rhaoticus (rechis)
CO1: kedni Variabilitat
185 Va: keine Varabilitat
185 VT kewne Variabdlitsl
285 D2 keine Variabilitat

die K2P-Distanzen bis zu 2,7 %, fur Nebria
hellwigii die Werte sogar 3,8% (siehe Tab. 1).
Fur beide Arten konnten weiterhin je zwei
distinkte Haplotyplinien nachgewiesen wer-
den. Dagegen war es nicht mdglich, Indivi-
duen von Pterostichus nigrita und Pterostichus
rhaeticus artspezifisch zu differenzieren (Abb.
6). Beide Arten teilten sich identische Haplo-
typen und die berechneten K2P-Distanzen
lagen fiir beide Arten zwischen 0 und 0,5 %.

3.2. Die r DNA-Datenséatze

Bei den analysierten Laufkafern waren mit-
unter groRBe Langenunterschiede bei den ana-
lysierten Expansionsfragmenten zu beobach-
ten. Die Fragmentl&ngen lagen fir das D3-
Fragment mit einer durchschnittlichen L&nge
von 198 Basenpaaren (bp) zwischen 185 (ver-
schiedene Arten) und 254 Basenpaaren (bp)
(Molops piceus), fiir das V4-Fragment zwischen
355 bp (Dromius quadrimaculatus) und 515 bp
(Omophron limbatum) und einer durchschnitt-
lichen Lénge von 384 bp und fir das V7-
Fragment zwischen 388 bp (beide Philorhi-

i
i

Abb. 6: Variabilitat der vier untersuchten molekulartaxonomischen Marker fiir Bembidion lampros/
properans, Clivina collaris/fossor und Pterostichus nigrita/rhaeticus.

Fig. 6: Variability of the four analysed molecular taxonomic makers for Bembidion lampros/proper-
ans, Clivina collaris/fossor, and Pterostichus nigrita/rhaeticus.
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zus-Arten) und 504 bp (Omophron limbatum).
Im letzteren Fall betrug die durchschnittli-
chen Fragmentlange 414 bp. Die Analyse der
einzelnen Fragmente ergab, dass sich nahe
verwandte Arten oft nur durch Substitutio-
nen, Insertionen oder Deletionen einzelner
Basen bei allen drei analysierten Markern un-
terscheiden, zum Beispiel Amara anthobia/er-
ratica (D3), Agonum viduum/marginatum (\V4),
und Harpalus affinis/Harpalus rubripes (V7).
Dagegen wurden bei verschiedenen Arten
identische Sequenzen nachgewiesen, was eine
erfolgreiche Artidentifizierung verhinderte.
Fur das D3-Fragment traf dies fur die Arten-
paare Agonum emarginatum/viduum, Amara an-
thobia/similata, Bembidion decorum/tetracolum,
Elaphropus parvulus/quadrisignatus, Harpalus
affinis/rubripes und Stenolophus mixtus/teuto-
nus zu. Mit Hilfe des V4-Fragments lie3en
sich folgende Arten nicht unterscheiden: Agon-
um marginatum, micans und miilleri, Anisodacty-
lus binotatus und Harpalus rubripes, Dyschirius
aeneus/thoracicus, Elaphropus parvulus/quadrisi-
gnatus, Harpalus affinis/rufipes und Pterostichus
jurinei/panzeri/ziegleri. Im Falle des VV7-Frag-
ments wurden flr Agonum micans/mulleri,
Amara anthobia/erratica und Pterostichus pan-
zeri/ziegleri keine Unterschiede festgestellt.
Zusatzlich gelang es mit keinem der verwen-
deten rDNA Marker, die Artenpaare Clivina
collaris/fossor und Pterostichus nigrita/rhagticus
aufzulosen (Abb. 6). Dagegen konnten im
Falle der untersuchten Individuen von Nebria
hellwigii zwei unterschiedliche VV7-Sequenzen
nachgewiesen werden, die mit den gefunde-
nen zwei COI-Linien tibereinstimmen.
Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass
mit Hilfe des D3 Fragments 61 (81 %) der
untersuchten 75 Arten korrekt identifiziert
werden konnten. Im Falle des VV4-Fragments
konnten 57 Arten (76 %) unterschieden wer-
den, wéhrend das VV7-Fragment furr 65 Arten
(87 %) eine eindeutige Zuordnung ermdg-
lichte. Werden jedoch die Ergebnisse aller drei
Marker kombiniert (multimarker approach),
konnten 71 Arten (95 %) determiniert wer-
den.

4. Diskussion

Unsere Ergebnisse belegen den groRen Nut-
zen von DNA-Sequenzen zur erfolgreichen
Bestimmung der untersuchten Laufkéafer. Mit
Hilfe des COI-Barcodes konnten 73 (97 %)
der analysierten Arten korrekt zugeordnet
werden, ein deutlicher Beleg fr das grofie
Potenzial des COl-Fragments bei der Artdif-
ferenzierung selbst von nahe verwandten
Carabidenspezies. Wir konnten weiterhin den
Nutzen von nuklearen ribosomalen Expan-
sionsfragmenten als wertvolle und effiziente
Ergénzung zum klassischen DNA-Barcoding
zeigen, um mdgliche Probleme bei der allei-
nigen Nutzung von mitochondrialer DNA
zu umgehen. Die Analyse der drei Fragmen-
te in Kombination ermdglichte die Differen-
zierung von 71 Arten (95 %).

4.1. Liegt fur die untersuchten Laufka-
ferarten eine Barcodingliicke vor?

Auf den ersten Blick lag fiir den analysierten
Datensatz keine Barcodingliicke vor (Abb. 4),
da die hochste intraspezifische Variabilitat
(3,8 % bei Nebria hellwigii) einen deutlich ho-
heren Wert einnahm als die niedrigste inter-
spezifische Variabilitat (Agonum emarginatum/
viduum: 3,14 %). Flr Nebria hellwigii deuten
die vorliegenden nuklearen Daten (zwei un-
terschiedliche VV7-Sequenzen, die mit den ge-
fundenen zwei COI-Linien tbereinstimmen)
jedoch auf die Existenz zweier kryptischer
Arten hin. Mit 2,8 % lag die intraspezifische
COl-Variabilitat bei Carabus nemoralis eben-
falls auffallig hoch; mit 1,87% hatte Bembidion
lampros die dritthdchste, aber deutlich gerin-
gere intraspezifische Variabilitat. Bei Carabus
nemoralis lag im Gegensatz zu Nebria hellwigii
keine Variabilitat auf nuklearer Ebene vor.
Die beobachtete COI-Variabilitat kann daher
durch Introgression und/oder eine ,,unvoll-
standige Liniensortierung” (incomplete lineage
sorting) verursacht worden sein. Vergleich-
bare Ergebnisse wurden auch flr andere Ca-
rabus-Arten nachgewiesen (z. B. Sota et al.
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2001; Streirret al. 2005; NacaTA al. 2007).
Fur eine Bestatigung beider Hypothesen
mussen allerdings weitere Individuen sowohl
molekular als auch morphologisch analysiert
werden. Entsprechend dieser Beobachtungen
nimmt die vorliegende Barcodingliicke mit
lediglich 0,34 % einen recht niedrigen Wert
ein.

4.2. Erfolgreiche Artidentifizierung bei
Bembidion lampros/ properans, Clivina
collaris/ fossorund Pterostichus
nigrita/ rhaeticus?

Im Falle von Bembidion lampros/properans be-
statigten alle molekularen Daten die Exis-
tenz zweier distinkter Arten. So lagen die
interspezifischen K2P-Distanzen fir die
COI-Sequenzen zwischen 9 und 9,4 %, wéh-
rend fur die nuklearen Marker drei (V4) oder
vier (V7, D3) Basensubstitutionen festge-
stellt wurden und somit reproduktiv dis-
tinkte Arten kennzeichneten (Abb. 6). Et-
was anders verhielt es sich bei dem Arten-
paar Clivina collaris/fossor. Die interspezifi-
schen K2P-Distanzen lagen mit 4,5 bis 5,3 %
deutlich tber 3,14%, welche fir Agonum emar-
ginatum und Agonum viduum ermittelt wurde
(siehe oben). Dagegen wiesen die nuklearen
Marker keine Sequenzvariationen auf (Abb.
6). Das Artaufspaltungsereignis ist vermut-
lich jlingeren Ursprungs, eine molekulare
Datierung steht aber noch aus. Vergleichba-
res gilt auch fur Pterostichus nigrita/rhaeticus,
allerdings konnten die einzelnen Arten in
diesem Fall auch nicht mit Hilfe des COI-
Barcodes unterschieden werden (Abb. 6).
Die interspezifischen K2P-Distanzen fur die
COI-Sequenzen betrugen maximal 0,2 %,
wahrend auf nuklearer Ebene keine Substi-
tutionen zu beobachten waren. Somit war
eine Differenzierung der beiden Pterostichus-
Arten mittels der verwendeten molekularen
Marker nicht mdglich. Es stellt sich daher
die Frage, ob tatséchlich zwei Arten vorlie-
gen. Diesbezuglich sollte jedoch auch bedacht
werden, dass bei Arten, die jungen Ur-
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sprungs sind oder aktuellen Artbildungs-
prozessen unterliegen, sich mitunter noch
keine charakteristischen Mutationen mani-
festieren konnten (TauTz et al. 2003). Wei-
terhin kdnnen morphologische Merkmale
schneller evolvieren als die untersuchten
»Standard“-Gene. Fir eine eindeutige KI&-
rung dieses Sachverhaltes ist die Analyse
weiterer Individuen und anderer, schneller
evolvierender molekularer Marker (zum Bei-
spiel Mikrosatelliten) zwingend notwendig.

5. Schlussfolgerungen

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Laufkéfer er-
folgreich mit Hilfe der untersuchten moleku-
laren Marker differenziert werden kdnnen. Die
niedrigsten interspezifischen K2P-Distanzen
aller untersuchten Taxa liegen mit 3,14 % bei
dem Artenpaar Agonum emarginatum/viduum
vor. Basierend auf den vorliegenden Daten
kann dieser Wert als Mindestschwellenwert
zur Determination distinkter Arten angese-
hen werden. Neben dem klassischen COI-
Barcode sind weiterhin die untersuchten nu-
klearen ribosomalen Expansionsfragmente
effektive ergdnzende Marker, wobei der
Schwellenwert fr alle drei Marker eine Ba-
sensubstitution, Insertion oder Deletion be-
tragt. Mit Hilfe der nuklearen Marker konn-
ten im Falle Carabus nemoralis deutliche Hin-
weise fir Introgression und/oder eine ,,un-
vollstandige Liniensortierung” (incomplete
lineage sorting) gefunden werden, wéhrend
im Falle von Nebria hellwigii die Existenz ei-
nes kryptischen Artkomplexes zu klaren ist.
Von besonderem Interesse ist weiterhin die
Analyse zusétzlicher Exemplare des Artkom-
plexes Pterostichus nigrita/rhaeticus, wobei die
Verwendung von Mikrosatelliten in Betracht
gezogen werden sollte. Ein wichtiger Aspekt
fur die Zukunft ist fraglos die Analyse mo-
mentan noch fehlender Arten. Auch sollte
die Anzahl der analysierten Individuen pro
Arterhdht werden, um so einen verlassliche-
ren Eindruck der vorliegenden genetischen
Variabilitat zu erhalten.
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6. DNA-Barcoding: Perspektiven und
Chancen

Die Verwendungsmaglichkeiten von DNA-
Barcodes sind in der modernen Biologie
enorm vielféltig und beschranken sich nicht
nur auf die KI&rung rein taxonomischer Fra-
gestellungen (z. B. FisHEr & SmiTH 2008). Bei
einer entsprechend hohen Anzahl an unter-
suchten Individuen einer Art aus verschiede-
nen Regionen kdnnen zusétzlich phylogeo-
graphische Fragestellungen untersucht wer-
den (z. B. LAzaro et al. 2009). Eine sichere
Artidentifizierung mittels molekularer Mar-
ker ist auch fir viele andere Bereiche der Bio-
logie wichtig, wenn nicht sogar essenziell.
Hierzu zahlen unter anderem die Okologie
(VaLENTINI et al. 2009; CARREON-MARTINEZ
& HealtH 2010), Biodiversitatsforschung
(SmiTH et al. 2005; ZHou et al. 2009; RabuLo-
vici et al. 2010), Invasionsbiologie (Arm-
STRONG & BaLL 2005; bpEWaaRrD et al. 2009;
SmiTH & FisHer 2009) und der Umwelt- und
Artenschutz (Evans et al. 2008; SwarTz et al.
2008, Warbp et al. 2008). Eine gezielte Identi-
fizierung von Parasiten (Besansky et al. 2003;
Kumar et al. 2007; Garros et al. 2008; STEIN-
KE etal. 2009) und Schédlingen (BALL & Arwm-
sTRONG 2006; GLoveRr et al. 2009) ist mitun-
ter von hoher 6konomischer Bedeutung. Im
Bereich von Nahrungsmitteluntersuchungen
(SmitH et al. 2008; Eaton et al. 2010; HoLmEs
etal. 2009; LowensTein et al. 2009) oder der
Forensik (Dawnay et al. 2007; NeLson et al.
2007) kénnen sich Barcodes ebenfalls als niitz-
lich erweisen.

Neben den mannigfaltigen Anwendungs-
maglichkeiten ist die rasante technologische
Entwicklung auf dem molekularbiologischen
Sektor ein weiterer wichtiger Umstand, der
die Nutzung von Barcodes massiv unter-
stiitzt. Die aufbliihende Verwendung soge-
nannter ,,next generation“-Sequenziertechni-
ken (RonagHI 2001; MArGULIES et al. 2005;
TuckeRr et al. 2009) ermdglicht eine zeitglei-
che parallele Analyse tausender Proben, ge-
koppelt mit einer drastischen Minimierung

der anfallenden Kosten und des notwendi-
gen Arbeits- und Zeitaufwands. Erste Publi-
kationen deuten an, in welche bislang unbe-
kannten Dimensionen sich die Hochdurch-
satzanalysen von Umweltproben entwickeln
werden (PARAMESWARAN et al. 2007; DEAGLE
etal. 2009; Mebinger et al. 2010).

Die Nutzung von DNA-Sequenzen im Rah-
men der Artidentifizierung ist ein neues,
modernes und unverzichtbares Werkzeug der
Zukunft, aber kein Ersatz fur die klassische
Taxonomie und auch kein ,,heiliger Gral*. Es
ist daher wichtig, sich der moglichen Proble-
me bewusst zu sein, die die Verwendung von
COI mit sich bringt, und entsprechend er-
ganzende, alternative Marker im Bedarfsfall
zu nutzen (siehe Einleitung). DNA-Bar-
coding kann ohne die wirklichen Spezialisten
in einzelnen Organismengruppen nicht funk-
tionieren, denn nur so kann das dem Bar-
code zugrunde liegende Individuum zuver-
lassig definiert werden. Wie bei den traditio-
nellen biologischen Disziplinen (u. a. Taxo-
nomie oder Systematik) geht es letztlich auch
beim DNA-Barcoding darum, den gréRten
Schatz unseres Planeten, die biologische Viel-
falt, umfangreich zu dokumentieren und fir
die Nachwelt zu erhalten.
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