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Abstract

This study presents a genetic barcode library for 66 caddisfly (Insecta, Trichoptera) and 50 stonefly (Insecta, Plecoptera) species
based on 275 barcode compliant partial sequences of the subunit 1 of the mitchondrial cytochrome-oxidase gene (COI). For
quality control purposes and to assess the relevance of small regional projects for national and global barcoding initiatives the
generated sequence data were (i) compared with existing reference libraries and (ii) analysed by means of phylogenetic inference.
Species assignment based on genetic data and morphological identification of individuals was mostly congruent. Single cases of
contamination and taxonomic mis-identification of mostly female specimens were recognized, and the dataset was harmonized
accordingly. In total 44% of the known caddisfly fauna of Vorarlberg could be assessed here, together with 71,4% of the known
stonefly taxa. Reference sequences for 15 caddisfly and 48 stonefly species were generated based on Austrian specimens for the
first time. The dataset presented further comprises 2 caddisfly species and 1 subspecies that were hitherto not included in interna-
tional barcode reference libraries. Likewise, 12 of the 50 stonefly species treated here were not represented in available reference
libraries so far. We provide important base data that contributes to national and international efforts to collate comprehensive
reference data of DNA barcodes..
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Zusammenfassung

Die vorliegende Studie prasentiert
eine genetische Barcode-Bibliothek
von 66 Kocherfliegenarten (Insecta,
Trichoptera) und 50 Steinfliegenarten
(Insecta, Plecoptera) basierend auf
275 barcodekonformen partiellen Se-
quenzen der Untereinheit 1 des mito-
chondrialen Cytochromoxidase-Gens
(COI). Zur Qualitatskontrolle und zur
Bewertung der Relevanz kleinrdumi-
ger Einzelprojekte fiir nationale und
globale Bestrebungen zum Aufbau
von  Barcode-Referenzdatenbanken
wurden die erzeugten Sequenzdaten

mit bestehenden Referenzbibliothe-
ken abgeglichen und in einem phylo-
genetischen Ansatz ausgewertet.

Die genetische Zuordnung war zu-
meist kongruent mit der morpholo-
gischen Identifikation der Individuen.
Einzelfdlle von Kontamination und
taxonomischer Fehlidentifikation ei-
niger, vornehmlich weiblicher Tiere
konnten erkannt, und der Datensatz
demnach bereinigt werden. Insge-
samt wurden 44% der aus Vorarlberg
bekannten Kocherfliegenarten und
71,4% der nachgewiesenen Stein-
fliegenarten behandelt. Dabei wurden
erstmals Referenzdaten fiir 15 Kdcher-

und 48 Steinfliegenarten anhand 0s-
terreichischen Materials erstellt. Unter
den bearbeiteten Kocherfliegenarten
befinden auBerdem 2 Arten und 1 Un-
terart, die bisher nicht in internationa-
len Datenbanken eingetragen waren.
Desgleichen finden sich unter den 50
bearbeiteten Steinfliegenarten 12 Ar-
ten, von denen bislang keine Daten
vorhanden waren. Die vorliegende
Studie liefert daher hochst bedeutsa-
me Grundlagendaten fiir den Aufbau
umfassender nationaler und internati-
onaler Vergleichsdatenbanken.
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1 Einleitung

Neben vielfédltigen anderen Methoden
der molekularen Taxonomie wurde
das DNS-Barcoding basierend auf ei-
nem protein-kodierenden Abschnitt
des mitochondriellen Erbguts zur
Identifikation von Tieren etabliert.
Dabei werden homologe, arttypische
partielle Sequenzen der Subeinheit 1
des mitochondrialen Cytochromoxi-
dase-Gens erzeugt und zur Artidenti-
fikation genutzt (Hesert et al. 2003a,
2003b, 2009). Insbesondere wird diese
Methode erfolgreich zur Erleichterung
der Determination und Aufklarung
von schwer differenzierbaren oder
kryptischen Arten eingesetzt. Zum
Beispiel konnte bei einigen in der
klassischen Taxonomie als einheitlich
behandelten Gruppen mit Hilfe dieses
Verfahrens eine ungewdhnlich hohe
kryptische Diversitdt nachgewiesen
werden (Pauts et al. 2010; Huemer &
Hesert 2011; Previsic et al. 2014). Wei-
tere Anwendungsmoglichkeiten der
Methode sind die Qualitatssicherung
und Kontrolle von Nahrungsmitteln
(Barcaccia et al. 2015), oder der Nach-
weis invasiver Arten (ARMSTRONG & BALL
2005; SAUNDERs 2009; Desean et al. 2012).
Ein weiterer Anwendungsbereich be-
trifft die beschleunigte Erfassung von
Biodiversitat im Rahmen 6kologischer
Studien in taxonomisch unzureichend
bearbeiteten Gebieten (CrarT et al.
2010; HopepELEr et al. 2016), oder bei der
Okologischen Bewertung der Gewds-
serglite (HaBaBAE et al. 2011; Jackson et
al. 2014).

Vor allem angewandte Ansdtze zur
Gewasserbewertung erfordern eine
moglichst vollstandige Erhebung der
genetischen Diversitdt der als Quali-
tatselemente genutzten Arten. Daher
ist fur eine derartige Anwendung die
Erstellung umfassender und vollstén-
diger Referenzdatenbanken unum-
ganglich. Eine solche Referenzdaten-
bank sollte sich dabei nicht nur auf
einzelne Vertreter der Arten beschran-
ken, sondern der geographischen Ver-
breitung von Arten Rechnung tragen,
um den Nutzen der Datenbank zu

maximieren. Initiativen zur Erstellung
einer genetischen Vergleichsdaten-
bank basierend auf taxonomisch si-
cher bestimmter Proben moglichst
vieler verschiedener Arten sind insbe-
sondere im Rahmen des international
Barcode of Life [iBOL; ibol.org]-Projekts
organisiert. Die Barcode of Life Da-
tenbank BOLD (RATNASINGHAM & HEBERT
2007; www.boldsystems.org), orga-
nisiert und kuratiert von der Univer-
sitdt Guelph, Kanada (ccdb.ca), stellt
mittlerweile zur Identifikation von
Tieren mehrere genetische Referenz-
datensatze zur Verfligung. Momen-
tan besteht ein 6ffentlich verfiigbarer
Datensatz auf Artniveau, der 84.965
Arten durch 1.012.364 Sequenzen er-
fasst, und von Forschungstreibenden
und angewandt arbeitenden Wis-
senschaftern genutzt werden kann.
Ein etwas umfassenderer Datensatz
beruht auf 2.687.251 Sequenzen, die
174.696 Arten zugeordnet sind, der
allerdings nur begrenzt zugdnglich
ist und im Moment nur zur molekular-
genetischen Identifikation genutzt
werden kann (BOLD Systems V3 2016).
Zur Erweiterung dieses Datensatzes
werden insbesondere nationale Pro-
jekte ausgefiihrt (z.B., German Barcode
of Life [GBOL; GErRMAN BARCODE OF LiFE
ConsorTium 2011-2016], Austrian Bar-
code of Life [ABOL; www.abol.ac.at]),
aber auch Forschungsbestrebungen
auf taxonomische Gruppen fokussiert
(Trichoptera Barcode of Life [TBOL,
trichopterabol.org]). Da dabei eine
moglichst flaichendeckende Erfassung
der genetischen Diversitat einzelner
Arten angestrebt werden muss, sind
gezielte,
ein optimales Mittel zur Vervollstan-
digung der notwendigen Vergleichs-
datenbanken. Als Zielregionen eignen
sich vor allem Regionen hoher Biodi-
versitat, da so besonders effektiv um-
fassende Vergleichsdaten generiert
werden kénnen. Innerhalb Osterreichs

kleinrdumige Kampagnen

stellt Vorarlberg daher eine besonders
lohnenswerte Forschungsregion dar,
da hier ein GroBteil der bekannten
Kocher- und Steinfliegenfauna nach-
gewiesen werden konnte. Osterreich-

weit sind 308 Arten von Koécherfliegen
bekannt, davon viele kleinrdumige
Endemiten (Mauicky 2009). In Vorarl-
berg gibt es rezente Aufsammlungen,
die 179 Kocherfliegenarten nachwei-
sen konnten (Grar et al. 2005; AisTLET-
NER & MaLicky 2007). Zudem sind aus
dem Bundesland Vorarlberg schon
Sequenzdaten von 24 Kocherfliegen-
arten vorhanden. Die Steinfliegen-
fauna Osterreichs umfasst 134 Arten
(GraF 2010; GraAF et al. 2014), von de-
nen einige in den letzten Jahren neu
beschrieben wurden. Aufsammlungen
und gezielte Nachsuchen in Vorarl-
berg ergaben bisher den Nachweis
von 70 Steinfliegenarten in Vorarlberg
(GraF & ScHmiDT-KLoiBEr 2010). Sowohl
Steinfliegen als auch Kocherfliegen
sind im Larvenstadium wesentliche
Qualitatselemente
Gewadsserglite-Bewertungsverfahrens
(Moog 1995, 2002, 2004; Mooc et al.
2004). Somit ist die Erfassung dieser
Gruppen in molekulargenetischen
Vergleichsdatenbanken von besonde-

des nationalen

rem nationalen und internationalen
Interesse. Erweiterte Gewasserglte-
erhebungsprotokolle schlagen die
Einbeziehung  molekulartaxonomi-
scher Methoden vor, um eine prazisere
taxonomische Bearbeitung und damit
eine genauere und vergleichbarere
Einstufung der jeweiligen Gewasser zu
erzielen.

Im Rahmen des 2014 initiierten ABOL
Projekts sollen die DNS-Barcodes aller
Osterreichischen Tiere, Pflanzen und
Pilze zu erfasst und via BOLD bereit-
gestellt werden. Insbesondere sollen
Bioindikatoren und fiir den Menschen
bedeutsame Taxa erfasst werden.
Hauptziel des hier dargestellten Pro-
jekts war daher die teilweise Erfassung
der genetischen Diversitat der Kdcher-
und Steinfliegenfauna Vorarlbergs
sowie die Erzeugung und Veréffentli-
chung von genetischen Sequenzdaten
(DNS-Barcodes) im Rahmen der natio-
nalen Osterreichischen Barcode of Life
Initiative ABOL und damit der Oster-
reichischen  Biodiversitats-Strategie
2020+ (UMwELTBUNDESAMT, 2014).
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2 Material und Methoden

Das Material wurde im Rahmen der
Erstellung der Roten Listen des Landes
Vorarlberg gesammelt. Dabei wurden
im Tagfang Keschergange angewandt
und durch gezielte Aufsammlungen
Larvenmaterial gesammelt; der Nacht-
fang erfolgte durch den Einsatz von
Lichtfallen.

Auf Artniveau bestimmtes Material
wurde in weiterer Folge zur Erstel-
lung eines DNS-Barcode-Datensatzes
verwendet. Dazu wurden aus Beinen
und Thoraxsegmentteilen vermittels
der HotShot-Methode vollstdandige,
genomische DNS extrahiert (TRUETT et
al. 2000). Zur Extraktion wurden die
Gewebeproben fiir 30-35 Minuten bei
96 °C in 75 ul eines alkalischen Lyse-
Puffers (25 mM NaOH, 0,2 mM EDTA
[Ethylendiamintetraacetat]) inkubiert,
und anschlieBend auf 4°C gekihlt
und mit 75 ul eines Neutralisations-
puffers (40 mM Tris-HCl) neutralisiert.
Zur Amplifizierung partieller Se-
quenzen Ziel-Genabschnitts
(Cytochromoxidase Untereinheit |,
COI) wurde eine Polymerase-Kettenre-
aktion (polymerase chain reaction, PCR)
in 10 ul Reaktionsvolumen unter Stan-
dardbedingungen mit Hilfe eines de-

des

generierten Primerpaars, HCO2198-L
und LCO1490-L (5-TAAACTTCWG-
GRTGWCCAAARAATCA-3" & 5'-GGTC-
WACWAATCATAAAGATATTGG-3";  NEL-
son et al. 2007), durchgefiihrt. Dazu
wurde das peqGOLD Hot Taq Set nach
den Angaben des Herstellers verwen-
det (PeqLAB VWR, Deutschland). Die
Reaktionen enthielten 25puM jedes
Primers, 0,2 mM Desoxy-Nukleotide, 1
Einheit DNS-Polymerase und 1 Einheit
Reaktionspuffer S (enthdlt 100 mM
Tris-HCI, 500 mM KCl, 0,1% Tween
20 und 15mM MgCl). Temperatur-
bedingungen wéhrend der Reaktion
entsprachen den Folgenden: 5' 95 °C,
5x (30" 95°C, 1" 44°C, 1" 72°C), 15x
(30"95°C,30"48°C, 1'72°C), 20 x (30"
95°C, 30" 50°C, 1"+ (10"*n) 72°C);
wobei n gleich der Anzahl der Zyk-
len ist. Verdiinnte, nicht aufgereinig-
te PCR-Produkte wurden auf einem

ABI3177XL  Kapillarsequenziergerat
am Senckenberg Biodiversitdt und
Klima Forschungszentrum unter Ver-
wendung der Primer HCO2198 und
LCO1490  (5'-TAAACTTCAGGGTGAC-
CAAAAAATCA-3" und 5-GGTCAA-
CAAATCATAAAGATATTGG-3’; FoLmer et
al. 1994) sequenziert.

Derart erzeugte Sequenzen wurden in
Geneious R6 (Kearse et al. 2012) nach-
bearbeitet und unter Verwendung des
MAFFT-Algorithmus (KatoH & STANDLEY
2013) via MAFFT v7 in Geneious R6
aligniert. Die Sequenzen wurden ein-
zeln gegen Vergleichsdatenbanken
(BOLD, und GenBank via BLAST [JoHN-
son et al. 2008; Benson et al. 2013]) und
mit unverdffentlichten, im Rahmen
des Trichoptera Barcode of Life-Pro-
jekts, generierten Daten abgeglichen,
um (i) den Bestand an Sequenzen ab-
zufragen, und (ii) die taxonomische
Identifikation der Individuen zu veri-
fizieren.

Des Weiteren wurden die erzeugten
Sequenzdaten und in einem phylo-
genetischen Ansatz verglichen. Dazu
wurden in einem Maximum-Likeli-
hood-Ansatz unter Verwendung ad-
dquater Partitionierungsmuster (die
mittels Partitionfinder v.1.1.3 [LANFEAR
et al. 2012] abgeschéatzt wurden) die
Verwandtschaftsverhaltnisse Zwi-
schen den einzelnen Individuen mit-
tels RAXML (Stamatakis 2014) hergeleitet
und als phylogenetischer Stammbaum
dargestellt. Die Analysen wurden mit
dem voreingestellten GTR+I Nukleo-
tid-Substitutionsmodell durchgeftihrt.
Bootstrap-Unterstlitzung der phyloge-
netischen Maximum-Likelihood Topo-
logien wurde mittels des fast bootstrap
Algorithmus mit 1000 Replikaten er-
mittelt. Als AuBengruppe wurde eine
DNS-Barcodesequenz des noctuiden
Nachfalters Agrotis exclamationis (Gen-
Bank-Zugangsnummer KX044714.1)
in dem Datensatz erganzt.

Nach Bereinigung des Datensatzes
von Kontaminationen und taxonomi-
schen Fehlzuordnungen wurden die
erstellten Barcode-Sequenzdaten in
der BOLD-Datenbank eingegeben.

3 Ergebnisse

Im Rahmen dieses Projekts wurden
unterschiedliche Naturrdume und Re-
gionen Vorarlbergs besammelt (Abb. 1,
Abb. 2). Die Gesamtzahl aller bisher
im Bundesland Vorarlberg erfolgten
Punktaufsammlungen zur Erfassung
der genetischen Diversitat von Tricho-
pteren und Plecopteren konnte dabei
mehr als verdoppelt werden. Exakte
faunistische Ergebnisse sowie eine
Rote Liste fir die Stein- und Kocher-
fliegen des Bundeslandes Vorarlberg
werden in einer separaten Publikation
abgehandelt (Grar, in Vorbereitung).
Insgesamt wurden 317 Individuen
mittels molekulargenetischer Metho-
den bearbeitet. Von 275 Individuen
konnten Sequenzdaten generiert wer-
den; dies entspricht einer Erfolgsrate
von 86,75 %. Die Sequenzdaten mit-
samt den korrespondierenden Meta-
daten kdénnen auf BOLD unter dem
Projekt-Titel »inatura - Trichoptera and
Plecoptera Barcode of Vorarlberg« und
dem Projekt-Kiirzel »INTAP« abgerufen
werden.

3.1 Taxonomische Kongruenz
und Kontamination

Die molekulargenetische Abgren-
zung der einzelnen Arten ist Grof3teils
kongruent mit der morphologischen
Identifikation. Im Zuge der Qualitats-
kontrolle durch Abgleich der Sequenz-
daten mit bestehenden Datenbanken
(GenBank und BOLD), der Herleitung
phylogenetischer Beziehungen der
bearbeiteten Individuen und der an-
schlieBenden morphologischen Nach-
prifung der bearbeiteten Individuen
konnte bei einigen Tieren eine bessere
taxonomische Zuordnung erzielt wer-
den (Abb. 3, Abb. 4). Darliber hinaus
wurden 5 Félle von Kontaminationen
gefunden (Abb. 3, Abb. 4). Die taxo-
nomischen Ungenauigkeiten wurden
Uberprift,
stimmt, und nach Korrektur richtig
benannt in die BOLD-Datenbank ein-
gespeist. Dabei wurde die von BOLD
und GenBank vorgeschlagene Klassi-

morphologisch nachbe-
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Abb. 1: Karte der Probenahmestellen zur molekulargenetischen Erfassung der Osterreichischen Kocherfliegen und Steinfliegen.

Das Bundesland Vorarlberg ist zur besseren Kenntlichkeit rot umrahmt. Im Zuge dieses Projekts konnte die Gesamtzahl der in

Vorarlberg besammelten Stellen wesentlich erh6ht werden.

fikation des Individuums PE208_Seri-
costoma_flavicorne als Sericostoma
galeatum ignoriert. In diesem spezi-
fischen Fall widerspricht die erneute
morphologische Determination als
Sericostoma flavicorne der molekular-
genetischen Zuordnung eindeutig,
und die sehr leicht zu identifizierende
Art Sericostoma galeatum ist bisher
nur aus dem sud-westlichen Alpenbo-
gen und dem Apennin sowie Sardini-
en bekannt (Moreti & CIANFICCONI 1978).
Die in der phylogenetischen Analy-
se als ident gewerteten Sequenzen
Individuen der Arten Leuctra
helvetica und Leuctra niveola (Abb. 4;
PE197_Leuctra_helvetica, PE220_
Leuctra_niveola, PE208_Leuctra_nive-
ola, PE273_Leuctra_helvetica, PE285_
Leuctra_niveola) konnten nicht Uber
einen Abgleich der Sequenzdaten in
BOLD oder GenBank nachgepruft wer-
den, da bislang keinerlei Daten dieser
Arten verfligbar sind.

von

3.2 Barcoding der Kocher-
fliegen Osterreichs

Im Rahmen dieser Studie wurden
44,1 % der bekannten Vorarlberger
Kocherfliegenfauna erfasst (79 von
179 [55 Arten in diesem Projekt neu
sequenziert + 24 weitere Arten die im

Rahmen von TBOL bereits sequenziert
wurden]). Insgesamt waren 14 von
66 bearbeiteten Arten bisher nicht
anhand Osterreichischen Materials in
internationalen Referenzdatenbanken
vorhanden. Zusatzlich konnten erst-
mals Sequenzdaten von 2 Arten und
1 Unterart in die bestehenden Daten-
banken eingespeist werden (Tab. 7).
Zudem konnte neben der Neuerfas-
sung einiger Arten der Umfang der
bestehenden Referenzdatenbanken
vergroBert werden (Tab. 7).

3.3 Barcoding der Steinfliegen
Osterreichs

Mit dem vorliegenden Datensatz
konnten rund 37,3 % (50 von 134 be-
kannten Arten) der Steinfliegenfauna
Osterreichs, und 71,4% (50 von 70
Taxa) der aus Vorarlberg gemeldeten
Steinfliegenarten abgedeckt werden.
Samtliche im Rahmen dieses Projekts
erstellten Sequenzdaten von Steinflie-
gen sind von nationalen und internati-
onalen Interesse: sie stellen den ersten
Schritt zur vollstandigen molekularen
Erfassung der (Osterreichischen) Stein-
fliegenfauna dar, und tragen damit zur
weltweiten Erfassung der Plecopte-
rendiversitdt bei. Ein Abgleich mit den

BOLD- und GenBank-Datenbanken

legt nahe dass die hier generierten
Daten einen gewissen Beitrag zur
Vervollstandigung von bestehenden
Datensétzen leisten: 12 der 50 hier
bearbeiteten Steinfliegenarten wur-
den erstmals weltweit genetisch cha-
rakterisiert. AuBerdem konnten von
diesen 50 Arten erstmals 48 Arten ba-
sierend auf osterreichischem Material
genetisch bearbeitet werden (Tab. 2).
Mehrere Arten (zum Beispiel Leuctra
cingulata, Leuctra major) waren in den
bisher verfligbaren Datensdtzen nur
in geringer Anzahl vertreten, sodass
die hier generierten Daten die Ge-
samtzahl der verfiigbaren artgenauen
Barcode-Sequenzen zum Teil mehr als
verdoppeln (Tab. 2). Von besonderem
Interesse ist die Bestdtigung der mor-
phologischen Identifikation von Ne-
moura rivorum (Abb. 4): diese Art wird
hiermit erstmals fiir Osterreich und
Vorarlberg nachgewiesen.
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Lo3 jpunkte inatura E. ding der Steinfli und Kacherfliegen Vorarlbergs |:| Wiesen und Weiden

@ Sammelpunkle Trichoplera Barcode of Life I:I Komplexe Parzellenstrukluen

CORINE Klassifikation [ Uberwiegend landwirtsch. genutzes Land mit Flachen natiirlicher Veg. von sig. GroRe
:| Land- und forstwirtschaftliche Flachen

Il Curchgéingig stadiische Pragung
B Laubwalder

Il nicht durchgangig stadlische Pragung

- Industrie- oder Gewerbeflachen B Madelwalder

Il straten- und Eisenbahnnetze, funktionall zugeordnete Flachen I Mischwald

[ Hafengebiete [ Natirrliche Griinfiachen

[ Flughéfen Heiden und Moorheiden

- Abbauflachen D Wald-Strauch-Ubergangsstadien
I Deponien, Abraumhalden [ Felshiachenn ohne Vegetation
Bl Baustelien [T Fischen mit spérlicher Vegetation
|:| Stadtische Grinflachen [ Gietscher und Dauerschneegebiste
[ sport- und Freizeitanlagen [ sumpfe

[ Micht bewsssertes Ackerland Bl Torfmeore

B weinbaufiichen Bl Gewasseraufe

[ Obst- und Beerenholzbestande [ wasserflachen

Abb. 2: Karte der Probenahmestellen innerhalb des Bundeslandes Vorarlberg unter Darstellung der verschiedenen Naturrdume nach
der CORINE-Datenbank. Der GroB3teil der besammelten Stellen liegt auBBerhalb menschlicher Siedlungsraume.
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Abb. 3: Beispiele zur Erlauterung des Vorgehens bei Kontamination (A, B) oder taxonomischer Fehlzuordnung eines Individuums (C,
D). Die von Kontamination betroffenen Individuen sind eindeutig falsch zugeordnet und teilen entweder als Chimaren molekularge-
netische Merkmale der beiden Arten deren Erbgut vermischt wurde (Beispiel A), oder sind durch eine eindeutig falsche Zuordnung
im phylogenetischen Baum erkenntlich (Beispiel B). Taxonomische Fehlidentifikationen einzelner Individuen (Beispiele C, D) sind
zumeist innerhalb der Gattung isoliert und wurden nach neuerlicher Determination und Abgleich der Sequenzen liber GenBank
und BOLD korrekt zugeordnet. In Fettdruck neben der urspriinglichen Zuordnung sind entweder die kongruenten Ergebnisse dieser
Nachkontrolle dargestellt (blau unterlegt), beziehungsweise die wahrscheinlichste Kontaminationsquelle angegeben (rot unterlegt).
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Abb. 4: Ergebnisse der phylogenetischen Maximum-Likelihood Analysen. Rot unter-
legt und mit einem 1 markierte Individuen wurden als kontaminiert betrachtet (die
wahrscheinlichste Kontaminationsquelle ist in Fettdruck neben der urspriinglichen Zu-
ordnung angegeben) und aus dem endgiiltigen Datensatz entfernt. Im Falle einer un-
genauen taxonomischen Bestimmung - blau unterlegt - wurde die Artzuordnung der
Individuen lber Abgleich mit vorhandenen Sequenzdatenbanken revidiert und mor-
phologisch nachgepriift, und der derart korrigierte Datensatz in die BOLD eingespeist.
Grau unterlegt und mit einem * gekennzeichnet ist die félschliche molekulargenetische
Zuordnung eines Individuums der Art S. flavicorne zu S. galeatum.
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4 Diskussion

Das vorliegende Projekt konnte insge-
samt 14 von 116 bearbeiteten Stein-
und Kocherfliegenarten erstmals in
die BOLD Datenbank einspeisen und
stellt die Osterreichische ABOL Initia-
tive damit in einen globalen Kontext.
Damit wird die Bedeutung regionaler
Studien geringen Umfangs fiir inter-
nationale Projekte unterstrichen.

Mit zunehmender Verfligbarkeit von
analytischen Methoden die eine ver-
besserte und vereinfachte Interpreta-
tion von DNS-Barcodingdatensatzen
ermdglichen wird auBerdem die Rele-
vanz der hier erzeugten Daten steigen.
Momentan verfiigbare methodische
Ansatze zur ldentifikation neuer Ar-
ten basieren unter anderem auf Ahn-
lichkeitsanalysen des Barcoding-Ab-
schnitts der COI. Beispiele hierfir sind
ABGD (PuiLLanDRE et al. 2012) — einem
Ansatz in dem automatisiert nach
eindeutigen Unterschieden zwischen
inner- und zwischenartlichen Sequen-
zen gesucht wird - und das in BOLD
implementierte System der Barcode
Index Nummern (BIN) (RaTNAsSINGHAM &
Hesert 2013), in dem Uber spezifische
Algorithmen jede Sequenz basierend
auf ihrer Ahnlichkeit einer Gruppe
von Sequenzen zugeordnet wird, die
Uber eine BIN zusammengefasst wer-
den und idealerweise einer Art ent-
sprechen. Auch Kombinationen von
phylogenetischen Analysen und an-
schlieBender Bewertung der einzelnen
phylogenetischen Gruppen werden
zur Artidentifikation bzw. -differenzie-
rung verwendet — wie beispielsweise
verfligbar durch den GMYC (Fusisawa &
BarracLouGH 2013) oder den PTP (ZHANG
et al. 2013) Algorithmus. Insbesondere
wird die Kombination mit partiellen
Sequenzdaten weiterer Genabschnit-
te bestehende Verfahren zur Arttren-
nung erweitern. DNS-Barcodingdaten
liefern auBerdem auch bedeutsame
Informationen zur Herleitung von Ver-
wandtschaftsbeziehungen innerhalb
taxonomischer Grof3gruppen (Kir et
al. 2014; ZHou et al. 2016).
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P
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4.1 Bedeutung und Einschran-
kungen der Barcoding-
Methode

DNS-Barcoding hat sich in zunehmen-
dem Ausmal als wesentliche Quelle
objektiver Information in integrativen
taxonomischen Ansdtzen bewiesen.
Verschiedenste Insektengruppen
wie Kafer, Wanzen, Netzfligler oder
Schmetterlinge kénnen mit Hilfe von
DNS-Barcoding auf Artniveau identi-
fiziert werden (Henprich et al. 2014;
PenTisaArl et al. 2014; Moriniere et al.
2014). Dabei ist vor allem die An-
sprechbarkeit taxonomisch schwierig
zu erkennender Arten hervorzuheben,
die mehrfach zu Neunachweisen be-
stimmter Taxa genutzt werden konnte
(HausmanN et al. 2011; HasLBERGER et al.
2012; Secerer et al. 2013; Huemer 2014;
Huemer & HeserT 2015).

In der vorliegenden Studie ist der
Neunachweis von Nemoura rivorum
aus Osterreich besonders hervorzu-
heben. Diese Art wurde anhand ita-
lienischen Materials aus dem nordli-
chen Apennin beschrieben, und ist
auch aus den Meeralpen und den
Ligurischen Alpen bekannt (Ravizza &
Ravizza-DematTels 1995). Morphologisch
ist die Art in die Nemoura flexuosa-
marginata Gruppe einzuordnen, zu
der unter anderem N. flexuosa, N. un-
cinata, N. marginata und N. rivorum
gehdren (Ravizza & Ravizza-DEMATTEIS
1995). Diese Arten werden auch in ei-
ner phylogenetischen Analyse als eine
nah verwandte Gruppe dargestellt
(Abb. 4). Insgesamt ist die Nemoura
flexuosa-marginata ~ Gruppe revisi-
onsbeddrftig, und samtliche in dieser
Gruppe zusammengefassten Arten
sollten in einem integrativen Ansatz
unter Einbeziehung morphologischer
und molekulargenetischer Daten neu
bearbeitet werden. Dies wiirde insbe-
sondere zu einer besseren Datenlage
beziiglich der Verbreitung und Ab-
grenzung der einzelnen Arten fihren,
und womdglich in der Beschreibung
neuer Arten aus dieser Gruppe enden.
Das vorliegende Projekt erleichtert ei-
nen solchen integrativen Ansatz durch
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die Bereitstellung von Sequenzdaten
aus bisher nicht erfassten Gebieten
und die Erweiterung des bestehenden
Datensatzes um die Art N. rivorum. Ein
Abgleich mit in BOLD und GenBank
verfligbaren Sequenzen bestatigt die
morphologische Klassifikation der be-
arbeiteten Individuen von N. flexuosa,
N. uncinata, und N. marginata. Abge-
sehen von den hier erzeugten Daten
sind bislang keinerlei Vergleichsdaten
von Nemoura rivorum vorhanden, mit-
tels derer die morphologische Bestim-
mung verifiziert werden kdnnte. Die
Auftrennung der als N. marginata und
N. rivorum identifizierten Individuen
in der phylogenetischen Analyse (vgl.
Abb. 4) legt jedoch nahe, dass es sich
tatsachlich um die entsprechenden
Arten handelt.

Die von BOLD und GenBank vorge-
Re-Klassifizierung eines
Individuums von Sericostoma flavi-

schlagene

corne als Sericostoma galeatum zeigt
die bestehenden Schwachen des Sys-
tems auf. Die Gattung Sericostoma
(und darin insbesondere die Arten
S. personatum und S. flavicorne) ist
taxonomisch herausfordernd (siehe
dazu auch BotosaneaNul & ScHmID 1973;
MoretTi & CianrFiccont 1978). In Konse-
quenz ergibt sich aufgrund der relativ
unprazisen morphologischen ldentifi-
kationsmoglichkeiten, die auch durch
eine groBe Variabilitdt innerhalb der
Gattung erschwert werden (Maticky
2004), eine molekulargenetisch wie
auch in klassischer taxonomischer
Bearbeitung schwierig zu fassende
Gruppe. Dies spiegelt sich in den in
GenBank und BOLD verfiigbaren Se-
quenzen wider, die sehr dhnlich und
nur anhand geringfligiger Abwei-
chungen trennbar sind. Die Arten der
Gattung Sericostoma sind daher mit
einem klassischen DNS-Barcoding-
ansatz der einzig auf die Analyse des
COI-Gens abzielt nicht oder nur be-
grenzt auf Artniveau identifizierbar.

AuBerdem sind auch andere taxono-
mische Gruppen wie Culicidae (Insec-
ta, Diptera) - die aufgrund ihres Vektor-
potenzials von beachtlichem Interesse
fur die menschliche Gesellschaft sind
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- zum Teil mittels des klassischen DNS-
Barcoding nicht gut ansprechbar und
erfordern die Analyse weiterer Gen-
abschnitte (z. B. SmitH & Fonseca 2004;
WersLow et al. 2016). Andere Gruppen
wie Schmetterlinge oder Zuckmiicken
verhalten sich zum Teil dhnlich (Wie-
MERs & FiepLer 2007; Kim et al. 2012). Um
eine vollstandige Méglichkeit zur mo-
Identifikation
zu schaffen ist daher eine Erweiterung

lekular-taxonomischen

des DNS-Barcoding vonndéten, indem
beispielsweise weitere Genabschnitte
analysiert werden (Previsi¢ et al. 2014)
oder andere Informationsquellen (Ver-
breitung, Okologie, etc.) genutzt wer-
den (IsraHiMI et al. 2016).

Eine weitere Beschrankung des DNS-
Barcodingverfahrens im Sinne von
HeserT et al. (2003a) ist, wie auch in die-
ser Studie nachgewiesen, die bislang
unzureichende Erfassung der weltweit
vorhandenen Biodiversitat (Bovkin et
al. 2012). Einzig gezielte Projekte, die
verfigbare taxonomische und me-
thodische Ressourcen optimal nutzen,
kénnen hier zu einer Verbesserung der
Lage beitragen. Das schweizerische
DNS-Barcoding-Projekt SwissBOL hat
kirzlich durch eine gezielte Kampag-
ne zur Erfassung der Plecopterenfau-
na wesentlich zur Vervollstandigung
der vorhandenen Sequenzdatenban-
ken beitragen kdnnen (GarToLIaT et al.
2016). Im Rahmen der hier prasentier-
ten Studie wurde ein dhnlicher Ansatz
demonstriert:  Frisch gesammeltes
Material das von Spezialisten auf Art-
niveau bestimmt wurde, wurde zur
Generierung der hier vorliegenden
Daten herangezogen. Dieser synerge-
tische Ansatz war nur moglich, weil ein
faunistisches Projekt zur Erstellung der
Roten Listen der Kocherfliegen und
der Steinfliegen des Landes Vorarlberg
Material zur Verfligung stellen konnte
das zeitnah einer molekulargeneti-
schen Bearbeitung zugefiihrt werden
konnte. Die hier weltweit erstmals er-
zeugten Sequenzdaten von 14 Arten
und einer Unterart unterstreichen die
Bedeutung von spezifischen regiona-
len Projekten fiir globale DNS-Barco-
ding-Initiativen.
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4.2 Verwendung von Stein-
und Kocherfliegen DNS-
Barcoding-Datensatzen

Der hier vorliegende Datensatz ist
auflerdem von Relevanz fiir die Weiter-
entwicklung von Methoden zur Ge-
wasserglteerhebung. Koécherfliegen
und Steinfliegen sind gemeinsam mit
den Eintagsfliegen (Ephemeroptera)
Tiergruppen von grofler Bedeutung
fur die o6kologische Wasserqualitdts-
Uberwachung im Rahmen der EU-
Wasserrahmenrichtlinie (AQEM Kon-
sorTIum 2002; GRrAF et al. 2002; HerinG et
al. 2004; Hering et al. 2006). Besonders
die hochdifferenzierte 6kologische
Einnischung der einzelnen Arten
macht diese Gruppen zu bedeutsa-
men Indikatororganismen. Der hohe
spezifische Indikatorwert ist ursach-
lich auf die komplexe Evolution und
Diversifikation, insbesondere unter
Einfluss von geologischen und Kkli-
matischen Faktoren, zuriickzufiihren,
die zu einer hohen 6kologischen Di-
versitdt von Stein- und Kocherfliegen
gefiihrt haben (z.B. Grar et al. 2008;
GraF et al. 2009). Daher ist die taxo-
nomische Bearbeitung auf Artniveau
von wesentlicher Bedeutung, um das
volle Indikatorpotential dieser Grup-
pen ausschopfen zu kdonnen (ResH &
Unzicker 1975; STuAuER & Mooc 1996;
UssecLio-PoLATERA et al. 2000; VErRDON-
scHoT 2000; LENAT & ResH 2001).
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Kurzlich initiierte Forschungsvorha-
ben — wie zum Beispiel die DNAqua-
Net Initiative (DNAQuA-NeT CONSORTIUM
2016) - zielen darauf ab, erweiterte
Barcoding-Ansatze fir die Gewasser-
gltebewertung zu etablieren. Dies ist
begriindet in der zum Teil schwieri-
gen taxonomischen Bearbeitung
bestimmter Gruppen, die jahrelange
Erfahrung benétigt, und in der er-
héhten
die solche Methoden ermdglichen
(SteN et al. 2014; VaLenTini et al. 2016).
AufBlerdem ist nur ein Teil des im Rah-
men von Gewdsseglteerhebungen
gesammelten Larvenmaterials
ldsslich ansprechbar - beispielsweise
sind die Arten der Gattungen Leuctra

taxonomischen  Aufldsung

ver-

(Plecoptera) und Limnephilus (Trichop-
tera) im Larvenstadium kaum zu tren-
nen und verringern zwangslaufig die
potentielle taxonomische und damit
methodische Auflésung. Zur erfolg-
reichen Umsetzung solcher Ansétze
eine vollstdndige Erfassung der be-
stehenden Biodiversitdt vonndten um
verlasslich jede Art identifizieren zu
kdnnen, und um bereits bestehende
Datenbanken, welche die 6kologische
Einstufung von Indikatororganismen
(z.B., freshwater-
ecology.info [ScHmipT-KLoBer & HERING
2015]), zu nutzen, zu erweitern und
langfristig zu revidieren. Auflerdem
ist die Erfassung jeder lokalen Vari-

zusammenfassen

etat einer Art erforderlich um einen

solchen Ansatz in die Praxis umsetzen
zu konnen, da widrigenfalls nicht zu-
ordenbare, molekular als unbekannt
identifizierte Taxa die Auflosung der
Methode einschranken. Besonders der
Umfang des Referenzdatensatzes fiir
die Steinfliegengattung Leuctra konn-
te kirzlich vergroBert werden (Gar-
ToLiAT et al. 2016), und wurde im Rah-
men des DNS-Barcoding-Projekts zur
Erfassung der Stein- und Kocherflie-
gen Vorarlbergs nochmals erweitert.
Der hier vorliegende Datensatz tragt
trotz seiner geringen taxonomischen
Méchtigkeit (insgesamt wurden 116
Arten erfasst) zu einer betrachtlichen
Erweiterung bereits bestehender Da-
tenbanken bei, und ermdglicht somit
nicht nur zu deren Vervollstdndigung
sondern auch die Weiterentwicklung
erprobter Techniken.
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Tab. 1: Abgleich der im Rahmen dieses Projekts generierten barcode-konformen Sequenzdaten von Kécherfliegenarten mit bereits in
der BOLD-Datenbank verfiigbaren Sequenzdaten. 1, Neueintrag einer Art in die BOLD. Die Art Hydroptila martini ist in bestehenden

Datenbanken bislang nur als Einzelsequenz aus Osterreich vorhanden.

Taxon Anzahl neue Anzahl Sequenzen Neueintrag aus Neueintrag aus
Sequenzen in BOLD Osterreich Vorarlberg
Agapetus fuscipes 2 34 X
Agapetus nimbulus 1 7 X X
Agrypnia obsoleta 3 36 X
Agrypnia pagetana 1 87 X X
Agrypnia varia 1 24 X
Allogamus auricollis 2 44 X
Allogamus hilaris 1 7 X
Anabolia nervosa 2 32 X X
Chaetopterygopsis maclachlani 2 12 X
Chaetopteryx villosa 2 135 X
Crunoeciairrorata 1 7 X X
Cyrnus trimaculatus 1 22 X X
Drusus annulatus 1 30 X X
Drusus biguttatus 4 25
Ecnomus tenellus 2 31 X
Glyphotaelius pellucidus 1 28 X
Hagenella clathrata 1 6 X X
Halesus rubricollis 2 24
Hydropsyche instabilis 3 80 X
Hydropsyche tenuis 2 19 X
Hydroptila forcipata 2 27 X
Hydroptila martini 3 4 ) X
Limnephilus auricula 1 18
Limnephilus centralis 5 20 X X
Limnephilus coenosus 2 65 X
Limnephilus helveticus 1 3 X
Limnephilus hirsutus 1 7 X
Limnephilus lunatus 3 40
Limnephilus marmoratus 4 18
Limnephilus nigriceps 3 157 X X
Limnephilus sparsus 3 40 X
Melampophylax melampus 4 21 X
Metanoea rhaetica 2 16
Odontocerum albicorne 3 59 X
Oecetis ochracea 2 55 X
Philopotamus ludificatus 9 21 X
Philopotamus montanus 1 67 X
Plectrocnemia brevis 2 2 X
Plectrocnemia geniculata 3 13
Polycentropus flavomacul atus 3 39 X
Potamophylax cingulatus 4 55 X
Potamophylax latipennis 1 23 X
Potamophylax nigricornis 3 29 X
Pseudopsilopteryx zimmeri 2 7
Ptilocolepus granulatus 1 10 X
Rhadi coleptus al pestris 3 46
Rhyacophila dorsalis persimilis ¥ 2 X X
Rhyacophila hirticornis 3 8 X
Rhyacophila praemorsa 1 3 X
Rhyacophila pubescens 4 5 X
Rhyacophila stigmatica 1 6 X
Rhyacophila torrentium 5 10
Rhyacophila vulgaris 2 16
Sericostoma flavicorne 1 13 X
Sericostoma personatum 1 26
Setodes argentipunctellus 1 1 X X
Sactobia eatoniella 1 1 X
Synagapetus dubitans 1 2 X X
Synagapetus iridipennis 1 2 X
Tinodes dives 1 9 X
Tinodes unicolor 1 6 X
Tinodes zelleri + 1 X X
Trichostegia minor 2 10 X
Wormaldia copiosa 1 18 X
Wormaldia occipitalis 4 27 X
Wormaldia pulla 1 7 X
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Tab. 2: Abgleich der im Rahmen dieses Projekts generierten barcode-konformen Sequenzdaten von Steinfliegenarten mit bereits in
der BOLD-Datenbank verfiigbaren Sequenzdaten. 1, Neueintrag einer Art in die BOLD-Datenbank.

Taxon Anzahl neue Anzahl Sequenzen Neueintrag aus
Sequenzen in BOLD Ostereich

Amphinemura standfussi 1 94 X
Amphinemura sulcicollis 4 22 X
Brachypteraris 2 35 X
Brachyptera trifasciata 4 X
Capnia nigra 1 6

Capnia vidua 1 11

Capnioneura nemuroides 1 1 X
Chloroperla susemicheli 1 4 X
Dictyogenus fontium 2 1 X
|soperla grammatica 1 28 X
Isoperla lugens 5 X
|soperla obscura 5 18 X
Isoperla rivulorum 2 X
|soperla zwicki 4 X
Leuctra albida 1 8 X
Leuctra armata 2 5 X
Leuctra aurita 1 4 X
Leuctra autumnalis 1 2 X
Leuctra braueri 4 23 X
Leuctra cingulata 7 5 X
Leuctra fusca 1 65 X
Leuctra helvetica 2 X
Leuctra hippopus 1 68 X
Leuctra inermis 2 5 X
Leuctra inermis Gruppe sp. 1 X
Leuctra major 4 1 X
Leuctra moselyi 2 2 X
Leuctra niveola 3 X
Leuctra pseudosignifera 2 1 X
Leuctra pusilla 2 X
Leuctra rosinae 1 33 X
Nemoura cinerea 3 96 X
Nemoura flexuosa 1 18 X
Nemoura marginata 3 14 X
Nemoura obtusa 1 2 X
Nemoura rivorum 2 X
Nemoura sinuata 4 5 X
Nemoura uncinata 1 1 X
Nemurella pictetii 5 89 X
Perla grandis 1 3 X
Perlodes microcephalus 1 10 X
Protonemura auberti 9 39 X
Protonemura brevistyla 3 X
Protonemura hrabei + 2 X
Protonemura lateralis 8 11 X
Protonemura nimborum 1 2 X
Protonemura nitida 2 X
Protonemura praecox 2 2 X
Rhabdiopteryx neglecta 4 3 X
Taeniopteryx kuehtreiberi 2 2 X
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