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Chancen und Grenzen von klassischer Insektenbestimmung

und DNA-Barcoding: Eine Fallstudie

Die Welt der Insekten — mehr
als nur bunte Schmetterlinge

In Deutschland gibt es ca. 48000 Tier-
arten, etwa 30000 — also knapp drei Funf-
tel davon — sind Insekten (RIEDEL et al.
2016). Aber wer kennt diese Vielfalt? Die
attraktiven, groflen Schmetterlinge, Li-
bellen und Kifer finden durchaus Beach-
tung, doch die allermeisten Insekten sind
unauflillig. Fliegen, Miicken, Schlupf-

wespen, Pflanzenlduse, Kleinschmetter-

linge oder Wanzen sind nur wenigen Ex-
perten vertraut. Es ist also keine Uberra-
schung, wenn diese Tiere seitens des
Naturschutzes stiefmiitterlich behandelt
werden. Wer mit einem Insektennetz
durch die Vegetation fihrt, findet eine
Vielfalt unscheinbarer Insekten vor, die
mit einiger Fachkompetenz zwar auf den
ersten Blick als Wanzen, Kifer oder Flie-
gen zu erkennen sind, weitere Aussagen
tiber die systematische Zugehorigkeit
sind allerdings kaum méglich (Abb. 1).

Robert Kiinast

Dieses ,,Gewimmel der Insekten® kann
in seiner Bedeutung aber gar nicht hoch
genug eingeschitzt werden (ROSENBERG
et al. 1986). Neben ihrer Bedeutung als
Nahrungsquelle fiir andere Tiergruppen
spielen Insekten bei vielen ,,6kologischen
Dienstleistungen® eine zentrale Rolle. Sie
sind Bliitenbestiuber, bauen als Destru-
enten organische Substanzen ab und sind
sowohl Schidlinge (KREMEN et al. 2007)
als auch Gegenspieler von Schidlingen in
der Landwirtschaft (,Niitzlinge“, Abb. 2).

Abb. 1: Das Tagpfauenauge (Aglais io) ist ein bekannter Tagfalter, der leicht zu erkennen ist (links). Die Insektenvielfalt in einer
Sammelprobe ist im Gegensatz dazu wenig iiberschaubar (rechts). (Fotos: R. Kiinast)

Abb. 2: Unscheinbare, aber wichtige Insekten: Eine Bliitenfliege (Fam. Anthomyiidae) ist Bliitenbestiuber (links), zwei Larven
des Asiatischen Marienkdfers (Harmonia axyridis) fressen gemeinsam eine Blattlaus (rechts) und sind somit Gegenspieler dieser

Pflanzensauger. (Fotos: R. Kiinast)
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Klassische Insektenbestimmung und DNA-Barcoding im Vergleich

Der massive Riickgang der Insekten
(z.B. HaLLMANN et al. 2017) hat ent-
sprechend vielschichtige negative Aus-
wirkungen auf unsere Okosysteme.

Ist man darauf angewiesen, im Rahmen
naturschutzfachlicher Studien die Viel-
falt der Insekten zu beschreiben, stof3t
man auf gravierende Probleme. Wie be-
reits beschrieben, ist es durchaus mog-
lich, eine ,Fliege® als zur Ordnung der
Zweifluigler zugehorig zu erkennen, aller-
dings ist ,Fliege® als Beschreibung eines
Insekts im wissenschaftlichen und natur-
schutzfachlichen Rahmen selten ausrei-
chend. Fliegen oder gar parasitische Haut-
fliigler anhand morphologischer Merk-
male zu identifizieren, bedarf vieler Jahre
Ubung und einer ganz persénlichen
sLeidenschaft“. Entsprechend ist es in
einer Zeit, die in akademischen Kreisen
auf einen schnellen und standardisierten
Wissensgewinn fokussiert ist, kaum ver-
wunderlich, dass die Entomofaunistik
sowohl in als auch auferhalb der Univer-
sititen einen massiven Schwund von An-
hingern verzeichnet (Horkins & FRre-
CcKLETON 2002). Diese Entwicklung ist
besonders dramatisch, da Artenlisten
und Verbreitungskarten das Fundament
des Natur- und Artenschutzes bilden.
Der immer kleiner werdende Kreis an
Taxonomen kann der Herausforderung,
die das Artensterben der letzten Jahre
stellt, kaum gerecht werden. Um diesem
Dilemma zu begegnen, wird das DNA-
Barcoding als ein neuer und vielverspre-
chender Ansatz angesehen (HEBERT et al.
2003).

DNA-Barcoding: Pro und
Contra

Um DNA-Barcoding anzuwenden, ist
keine profunde entomologische Kennt-
nis nétig. Im Prinzip wird bei einem un-
bekannten Insekt ein Abschnitt eines
Gens (Cytochrom-Oxidase-1, CO1) auf
der Mitochondrien-DNA abgelesen (se-
quenziert) und die ca. 300 Basenpaare
lange Zielsequenz (der sogenannte ,Bar-
code“) mit einer Referenzdatenbank
(z.B. BOLD Systems, NCBI GenBank)
abgeglichen. Ab einer zuvor definierten
Ubereinstimmung der Sequenzen (z.B.
97 % oder héher) geht man von einer
Artgleichheit aus. Die wichtigste Voraus-

setzung fiir eine zuverldssige Artbestim-
mung ist, dass von der jeweiligen Art die
Sequenz der Barcode-Region in der Da-
tenbank korreke hinterlegt ist. Ein Vor-
teil des DNA-Barcoding besteht darin,
dass nur ein kleiner Teil eines Tieres fiir
die Analyse benétigt wird. Aus einem
Insektenbein kann bereits die notige
Menge an DNA extrahiert werden. Aus
diesen Griinden bietet sich das Barco-
ding von Insekten auch in der Natur-
schutzpraxis an (GEIGER et al. 2016).
Die praktische Durchfiihrung einer
DNA-Barcoding-Studie ist heutzutage
denkbar einfach. Wihrend in den ersten
Jahren der ,,Barcoding—Ara“ fiir jedes In-
dividuum der DNA-Barcode einzeln mit-
hilfe der Sanger-Sequenzierung (SANGER
et al. 1977) bestimmt werden musste,
stehen seit etwa 15 Jahren die verschiede-
nen Methoden des ,Next-Generation-
Sequencing® (NGS) zur Verfiigung (z. B.
Marbis 2008). Mit Hilfe dieses als ,Me-
tabarcoding” bezeichneten Ansatzes las-
sen sich Proben von hunderten von ver-
schiedenen Insekeen gleichzeitig und da-
mit schnell und im Vergleich zu den
fritheren Methoden kostenginstig sequen-
zieren. Der Ablauf ist weitgehend standar-
disiert und bedarf keiner taxonomischen
Expertise. Fiir den Praktiker bedeutet
das, dass lediglich eine Mischprobe von
Insekten (z. B. in Ethanol konserviert) an
ein entsprechendes Unternehmen ge-
schicke werden muss, alles Ubrige wird
von der Firma automatisiert durchge-
fuhrt. Als Ergebnis erhilt der Auftragge-
ber eine Artenliste inklusive Angaben
zur Ubereinstimmung der gefundenen
Sequenzen mit solchen aus der Daten-
bank. Die Kosten fiir eine solche Analyse
sind iiberschaubar, so beliefen sich die
Kosten fiir das Metabarcoding in der hier
durchgefiihrten Fallstudie auf ca. 80 Euro
fiir eine Mischprobe mit bis zu 500 Indi-
viduen. Die Bearbeitungszeit durch die
beauftragte Firma belief sich auf ca. zwdlf
Wochen.

Dass auch das DNA-Barcoding nicht alle
Probleme 16sen kann, liegt auf der Hand.
Die grofite Einschrinkung erfihre die
Methode dadurch, dass nur solche Arten
eindeutig und fehlerfrei zugeordnet wer-
den koénnen, deren Barcode-Sequenzen
in der Referenzdatenbank korrekt hin-
tetlegt sind. Auch die Frage, wie schr ein
gefundener DNA-Barcode von einer

hinterlegten Sequenz abweichen darf,
um noch von derselben oder aber bereits
von zwei verschiedenen Arten zu spre-
chen, ist nicht immer eindeutig zu be-
antworten. Ein weiterer grofler Nachteil
besteht darin, dass auf der Basis von
Mischproben zwar Arten, aber keine In-
dividuenzahlen bestimmt werden kénnen,
was gerade bei naturschutzfachlichen
Fragen oft von wesentlicher Bedeutung
ist.

Vergleiche zwischen klassischer morpho-
logischer Artbestimmung und DNA-
Barcoding sind aufwendig, da dafiir so-
wohl Expertise im morphologischen als
auch im molekulargenetischen Bereich
benétigt wird. Eine 2020 bis 2021 an der
Universitit Kassel durchgefiihrte Master-
arbeit (KUnast 2021) hatte genau solch
einen Vergleich zum Ziel, um unter an-
derem folgende Frage an einer konkreten
Fallstudie zu untersuchen: Was sind die
Moglichkeiten, was die Grenzen von Meta-
barcoding und klassischer morphologi-
scher Artbestimmung von Insekten? Der
durchfithrende Wissenschaftler befasst
sich schon seit vielen Jahren im Rahmen
eines Hobbies mit Insekten, ist allerdings
kein Experte fiir eine bestimmte Gruppe.

Material

Die Insekten wurden im Sommer 2019
auf vier Versuchsflichen in Nordhessen
gesammelt. Es handelt sich dabei um
Ausgleichsflichen zum Flughafen Kassel-
Calden bei Fiirstenwald sowie ein benach-
bartes Naturdenkmal, die Koppensteine
(Abb. 3). Insgesamt wurden 1801 Insek-
ten mit Kescherproben entlang von
Transekten gesammelt. Jede Fliche wur-
de dafiir an zehn Terminen aufgesucht.
Die Insekten aus den so gewonnenen
Sammelproben wurden in Konservie-
rungsfliissigkeit (Ethanol) abgetétet und
zunichst morphologisch mithilfe eines
Binokulars und anschlieffend mittels
DNA-Metabarcoding identifiziert.

Morphologische Identifikation

Fir die morphologische Identifikation
wurden die Mischproben zuerst in Mor-
phospezies sortiert. Morphospezies sind
Gruppen aus Insekten, welche gleiche
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Klassische Insektenbestimmung und DNA-Barcoding im Vergleich

Abb. 3: Zusammenstellung der vier Versuchsflichen. Fliche 1: Koppensteine (Magerrasen und Naturdenkmal bei Fiirstenwald,
oben links), Fliche 2: Strukturreiche Weide (oben rechts), Fliche 3: Feuchtwiese (unten links) und Fliche 4: Strukturarme Weide

(unten rechts) (Fotos: R. Kiinast)

morphologische (duf8ere) Merkmale auf-
weisen. Diesen Morphospezies wurden
im Laufe der morphologischen Identifi-
kation Artnamen zugeordnet. Dazu wur-
den primir 6ffentlich zugingliche Quel-
len genutzt und Bildvergleiche durchge-
fithre (Benisca 2021, Funk 2021). Als
Resultat entstand fiir jede der vier Ver-
suchsflichen eine Artenliste. In Tab. 1
sind beispielhaft die Funddaten von Ma-
rienkifern (Fam. Coccinellidae) von der
Fliche 2 aufgefiihrt. Obwohl in dieser
Studie vor allem Vertreter unscheinbarer,
aber dafiir hiufiger Insektengruppen ge-
fangen wurden, werden hier bewusst die
Daten der deudich seltener gefangenen
Marienkifer illustrierend dargestellt, da
diese allgemein bekannter und die zuge-
hérigen Art- und Individuenzahlen iiber-
sichtlicher sind. Wenn eine Morphospe-
zies nicht als Art identifiziert werden
konnte, wurde dies durch ein ,— ge-
kennzeichnet und nur die Familie ge-
nannt (Tab. 1, a).

Die meisten gefangenen Individuen gehor-
ten den vier in unserer Kulturlandschaft
hiufigsten Insektenordnungen an: Kifer
(Coleoptera), Zweifliigler (Diptera),
Schnabelkerfe (Heteroptera) und Haut-
fligler (Hymenoptera) (Abb. 4). Nur ver-
einzelt wurden Vertreter weiterer Ordnun-
gen wie Ohrwiirmer (Dermaptera) und
Netzfliigler (Neuroptera) gefangen. Erwar-
tungsgemil$ konnten gerade bei Zweifliig-
lern, vor allem aber bei Hautfliiglern (hier
in erster Linie kleinwiichsige Schlupfwes-
pen), viele Morphospezies nicht bis zur Art
identifiziert werden, wohingegen bei den
Kifern und Schnabelkerfen der Anteil der
bestimmbaren Arten deutlich héher lag.

Artbestimmung mittels
DNA-Metabarcoding

Fiir die Barcoding-Analyse wurden die vier
nach Versuchsflichen sortierten Insekten-
mischproben im Anschluss an die mor-

phologische Identifikation zu AIM — Ad-
vanced Identification Methods GmbH
geschicke. Dieses Unternehmen hat sich
u. a. auf das Identifizieren von Insekten-
mischproben via DNA-Metabarcoding
spezialisiert. Mit Hilfe von NGS-Tech-
nologien (Illumina-Sequenzierung) wur-
den fiir jede der vier Mischproben jeweils
ca. 50000 ,reads“ (Einzelsequenzen der
CO1-Region) erhalten. Diese Sequenzen
wurden zunichst bioinformatisch aufbe-
reitet (offensichtlich fehlerhafte Sequen-
zen aussortiert, [fast] identische Sequenzen
gepoolt etc.) und anschlieend in ver-
schiedene Referenzdatenbanken fiir ei-
nen Artabgleich eingegeben. Als Resultat
entstand fir jede Versuchsfliche eine ei-
gene Artenliste auf Basis der gefundenen
DNA-Barcoding-Sequenzen (Tab. 1, b).
Auf der Artenliste des DNA-Barcoding
wurden einige Eintrige gefunden, die
nicht zu den eingeschickten Insekten-
proben passten. Besonders bei Heuschre-
cken war dieser Umstand auffillig: Es
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Tab. 1: Beispielhafte Darstellung der Ergebnisse zur Artbestimmung der Marienkiifer
von Fliche 2, anhand morphologischer Identifikation (a) und mittels DNA-Meta-

barcoding (b)

a) Artbestimmung nach morphologischen Merkmalen

Familie Art Anzahl Individuen
Coccinellidae Siebenpunkt-Marienkafer 2
(Coccinella septempunctata)
Coccinellidae Vierzehnpunkt-Marienkéfer 1
(Propylea quatuordecimpunctata)
Coccinellidae Sechzehnpunkt-Marienkafer 2
(Tytthaspis sedecimpunctata)
Coccinellidae | Zweiundzwanzigpunkt-Marienkafer 1
(Psyllobora vigintiduopunctata)
Coccinellidae - 1
(nicht bestimmte Morphospezies)
b) Artbestimmung mithilfe von DNA-Barcoding
Familie Art Sequenzeniibereinstimmung
(Bold-Systems)
Coccinellidae Siebenpunkt-Marienkafer 100%
(Coccinella septempunctata)
Coccinellidae Vierzehnpunkt-Marienkéfer 100%
(Propylea quatuordecimpunctata)
Coccinellidae Sechzehnpunkt-Marienkafer 100%
(Tytthaspis sedecimpunctata)

Anzahl Arten
80

70

Kafer

m morphologische Artbestimmung

60
50
43 (152)
40 (108)
(419)

30
20 15

32
10

(18) ;
0 (1) 0 & 0

Zweifliigler Schnabelkerfe Hautfliigler Schmetterlinge Heuschrecken Sonstige

Artengruppe

m DNA-Barcoding

Abb. 4: Anzahl der Insektenarten (Summe aller vier Vesuchsfliichen), die durch
morphologische Bestimmung (blau) und DNA-Metabarcoding (orange) identifziert
werden konnten, die Zahlen in Klammern geben die morphologisch bestimmten

Individuenzablen an.

wurden insgesamt 46 Individuen von
Heuschrecken zum Sequenzieren ge-
schickt. Bei der Sequenzierung wurden

jedoch 308 verschiedene CO1-Gen-Se-
quenzen fiir diese Gruppe gefunden, was
eindeutig eine zu grofle Anzahl von Heu-

schreckenarten vortiuschte. Die Ursache
fir das Auftreten dieser ,tiberzihligen
Arten® liegt wahrscheinlich darin, dass bei
dieser Tiergruppe das CO1-Gen hiufig
in zusitzlichen Kopien in der Kern-DNA
vorkommt, sogenannten ,Numts® (nuc-
lear mitochondrial DNA sequences), von
denen die meisten funktionslos sind
(Song etal. 2008). Fiir die hiesige Studie
bedeutete das, dass die Ergebnisse des
DNA-Metabarcodings in der Gruppe der
Heuschrecken nicht verwertbar waren.

Vergleich von DNA-Barcoding
und morphologischer Identi-
fikation

Der Vergleich der durch morphologische
Identifikation und durch DNA-Barco-
ding erhaltenen Artenlisten erlaubt eini-
ge konkrete Aussagen zu Vor- und Nach-
teilen der beiden Methoden: Insgesamt
war im Rahmen dieser Studie die Zahl
der identifizierten Arten beim DNA-Bar-
coding (Summe: 217 identifizierte Arten)
héher als bei der morphologischen Identi-
fikation (Summe: 143 identifizierte Arten).
Wie erwartet gestaltete sich die Anwend-
barkeit der beiden Methoden in Abhin-
gigkeit von der taxonomischen Gruppe
unterschiedlich: So war z.B. fiir die
Gruppen der Kifer und Schnabelkerfen
die morphologische Artbestimmung in der
Lage, den grofften Anteil an Individuen
und Morphospezies korrekt und — ein
klarer Vorteil gegeniiber dem DNA-Bar-
inklusive der Angabe von Ab-
undanzen zu bestimmen. Gerade bei

coding —

wschwierigen® Insektengruppen (wie z. B.
und
Hautfliiglern), die mit klassischen mor-
phologischen Methoden aufler fir Ex-
perten nicht zu bearbeiten sind, bietet
das DNA-Barcoding jedoch eine schnelle
und kostengiinstige Alternative. Trotz aller
Standardisierung und Automatisierung

unscheinbaren  Schmetterlingen

ist ein Grundverstindnis des Barcoding-
Verfahrens und seiner moglichen Fehler-
quellen jedoch unabdingbar, um die
Daten korrekt zu interpretieren. In dieser
Studie wurde das unter anderem durch
das Auftreten von ,Numts“ bei der Se-
quenzierung von Heuschrecken deutlich.
In der Praxis wird das DNA-Barcoding
aufgrund verschiedener methodischer
Fallstricke bislang vorwiegend fiir Direkt-
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vergleiche zur Biodiversitit auf verschie-
denen Versuchsflichen genutzt (z. B. Sato
et al. 2017), es kann aber auch einen
wichtigen Beitrag zum Monitoring von
Insekten leisten (DrINER et al. 2017,
Youna et al. 2021). Um bei einer kon-
kreten Studie moglichst umfassende
Aussagen zur Diversicit von Insekten
treffen zu konnen, sollte bei der Planung
genau darauf geachtet werden, welche
Daten bendtigt werden, welche taxono-
mischen Gruppen im Fokus der Studie
liegen und welcher Ansatz unter den ge-
gebenen zeitlichen und finanziellen Res-
sourcen die besten Ergebnisse erbringen
kann. Fiir viele Studien wird eine Kom-
bination aus beiden Methoden (klassische
morphologische Artbestimmung und
DNA-Metabarcoding) die besten Ergeb-
nisse liefern, um die Vorteile beider Ver-
fahren voll auszuschépfen (weiterfiithren-
de Informationen zu diesem Aspekt in
KonasT 2021). Aber gerade, wenn es um
die Bestimmung von Abundanzen und
die Beschreibung und Sequenzzuord-
nung neuer Arten geht, kann man auf
die Expertise der taxonomisch arbeiten-
den Entomologen nicht verzichten.
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