NachrBl. bayer. Ent. 67 (3/4), 2018 113

KURZFASSUNGEN DER BEITRAGE ZUM 56. ENTOMOLOGENTAG 2018

Barcoding-Biume: wozu und wie lesen?

Gerhard HASZPRUNAR

Abstract

This review article provides an introduction on the barcoding reasoning and purpose. It focuses on
establishing the reference library and in particular to establish the Barcoding Index Number (BIN)-
System and explains variants of so-called barcoding trees and their interpretation.

Einleitung

Das prinzipielle Problem bei jeder Artdefinition und -bestimmung liegt darin begriindet, dass es
Evolution tatsdchlich gibt. Arten bilden sich bekanntlich iiber mehrere Prozesse: entweder durch das
Auf- oder das Abspaltung von einer Elternart, seltener durch genetische Fusion bei Hybridisierung oder
durch Transfer von Genen eines intrazelluliren Endosymbionten in das Wirtsgenom (Endocytobiose).
Nur bei Hybridisierung erfolgt die genetische Verdnderung schlagartig, bei allen anderen Artbildungs-
varianten geschieht sie tiber mehr oder minder ldngere Zeitrdume hinweg. Es kann daher kein allgemein
giiltiges Artkonzept geben — und keine der bislang 26 vorgeschlagenen Definitionen mit ihren Kriterien
kann alle Fille abdecken.

Fiir die Praxis bedeutet dies, dass zu erwarten ist, in der freien Natur alle denkbaren Zwischen-
formen aufzufinden, also Arten, die sich gerade anschicken auf- oder abzuspalten, Félle auf halbem
Wege, oder Populationen, deren Artstatus schon sehr weit, aber eben noch nicht vollstindig gedichen
ist. Die aus dieser Tatsache entwickelte aktuelle Konsens-Definition zum Artkonzept, “eine Art ist eine
eigenstidndige genetische Linie (lineage)” — ist daher extrem allgemein gehalten und enthdlt bewusst
keinerlei Kriterium, wie denn diese Eigensténdigkeit zu ermitteln wére.

Um dieser komplexen Realproblematik des Artstatus moglichst nahe zu kommen, ist es grundsétz-
lich angebracht, moglichst viele Merkmale von fraglichen Populationen vergleichend zu tiberpriifen und
ein Gesamturteil anzustreben, die so genannte “Integrative Taxonomie”. Diese umfasst zunichst die
klassische Morphologie, aktuell durch viele hochtechnische Visualisierungsmethoden (Raster-Elek-
tronen-Mikroskopie, Mikro-Computer-Tomographie, 3D-Rekonstruktionen, etc.) hochgradig verfeinert
und nach wie vor in vielen Féllen unverzichtbar. Spezifische Verhaltensweisen wie Bioakustik, Balz-
verhalten und &hnliche Parameter, aber auch biochemische Merkmale (v.a. bei Pflanzen, aber auch bei
vielen Evertebraten) konnen die phénotypische Merkmalsanalyse entscheidend verbessern.

Die in den letzten 30 Jahren beziiglich Durchsatzgeschwindigkeit, Genauigkeit und Kosteneffi-
zienz enorm verbesserten molekularen Analysen ergidnzen die phénotpyische Analyse zu einer Integra-
tiven Systematik ganz entscheidend. Seit dem Initialpapier aus dem Jahre 2003 (HEBERT et al. 2003) hat
sich innerhalb der Metazoen und insbesondere in der Entomologie das DNA-Barcoding geradezu
stiirmisch entwickelt. Dabei dient in den allermeisten Fillen die Sequenz eines Teilstiicks des mitochon-
drialen COI-Gens als wichtigstes Kriterium. Aber wie alles in der Biologie, so ist auch der COI-Barcode
eine diverse Angelegenheit. Eine einfache Regel, “ab x Prozent Unterschied in der COI-Sequenz ist es
eine andere Art” wurde vielfach widerlegt.

Erstellen der Barcoding-Referenz-Bibliothek mit BINs

Daher ist es notwendig, in jedem einzelnen Fall mittels Integrativer Systematik eine Uberpriifung
vorzunehmen, um danach den Anwendern die notwendige Sicherheit zu vermitteln, mittels einer
Sequenzanalyse die Art zu ermitteln. Diese Uberpriifungen werden mit dem Ziel einer deutschen
Metazoa-Barcoding-Referenz-Bibliothek an der Zoologischen Staatssammlung Miinchen (ZSM) seit
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fast 10 Jahren im Rahmen mehrerer Projekte, insbesondere bei ,,Barcoding Fauna Bavarica® < BFB;
http://www.faunabavarica.de/ >) und des German Barcoding of Life Projektes < GBOL: https://www.
bolgermany.de/ >) durchgefiihrt. Dabei wurden und werden insgesamt mehr als 22.000 Arten einge-
bracht, die entsprechenden Daten stehen iiber die internationale Datenbank (BOLD: < http://www.
boldsystems.org/ >) jederman/frau und allen Behdrden und Amtern kostenfrei zur Verfiigung. Eine
detaillierte (englischsprachige) Einfiihrung in BOLD ist verfiligbar (< http://v3.boldsystems.org/index.
php/resources/handbook?chapter=1_gettingstarted.html >).

Die Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die bisherigen entomologischen Datenausgaben aus der
Zoologischen Staatssammlung.

Insektengruppe Geografischer Raum Zitat

Asiatische Insektenbuffets Deutschland SPIELMANN et al. 2018
Forensische Insekten (Diptera, Bayern CHIMENO et al. 2018
Coleoptera, ...)

Faunistik Bayern HAusMANN 2017
Ephemeroptera, Plecoptera and | Deutschland MORINIERE et al. 2017
Trichoptera

Orthoptera Deutschland, Osterreich, Schweiz | HAWLITSCHEK et al. 2017
Heteroptera Europa GOSSNER et al. 2014
Heteroptera Europe RAUPACH et al. 2014
Heteroptera aquatische Deutschland HAVEMANN et al. 2018
Hymenoptera - Apoidea Mitteleuropa ScHMIDT et al. 2015
Coleoptera Mitteleuropa HENDRICH et al. 2015
Coleoptera: Carabidae: Amara | Deutschland RAUPACH et al. 2016
Coleoptera: Carabidae: Deutschland RAUPACH et al. 2018
Bembidion

Neuropteroidea: Raphidioptera, | Bayern MORINIERE et al. 2014
Megaloptera, Neuroptera

Lepidoptera: Rhopalocera, Deutschland HAUSMANN et al. 2011b
Macroheterocera

Lepidoptera: Geometridae Europa HAUSMANN et al. 2013
Lepidoptera: Geometridae Bayern HAuUSMANN et al. 2011a
Lepidoptera: arctic-alpine Europa MUTANEN et al. 2012

Tab. 1: Barcoding-Analysen europédischer Insekten aus der ZSM. Odonata, Diptera und weitere Coleoptera sind
aktuell in Vorbereitung.

In der Regel wird bei der Erstellung der Referenzbibliothek in zwei Schritten vorgegangen. Mehrere
geografisch separierte und von unabhingigen Spezialisten bestimmte Proben (hier geht die gesamte
Morphologie in die Analyse ein!) werden sequenziert. Stimmen in mindestens vier Féllen ermittelter
Name mit der Sequenz iiberein, so halten wir die Korrelation ,,Name — Sequenz* fiir abgesichert und
diese Art fiir ,,gebarcoded”.

Wie schon in der Einleitung begriindet, gibt es aber auch Fille, wo diese Korrelation nicht
eindeutig ist. Auch gilt das Ergebnis immer nur fiir den geographischen Raum, aus dem die Proben
genommen wurden, also fiir Bayern bzw. Deutschland (und Umgebung). Arten halten sich aber nicht an
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Landesgrenzen. Seit mehreren Jahren ist daher ein neues, weltweit giiltiges System aufgebaut worden,
jeder Art eine sogenannte Barcode Index Number (BIN) zuzuordnen (RATSASINGHAM & HEBERT 2013).
Damit kann auch in Fillen noch ungeklarter Nomenklatur solide vergleichend gearbeitet werden.

Wie der Artname selbst eine Hypothese darstellt (HASZPRUNAR 2011), so ist auch eine BIN
grundsitzlich nur eine wahrscheinliche Anndherung an die Realitét, ein Art-Proxi. Um eine BIN und
damit eine Artkorrelation zu vergeben, wird mittels spezieller Algorithmen die innerartliche Variabilitét
der COI-Sequenzen gegen den ,.Barcoding-Gap* zu den Nachbar-Arten verglichen. Es gibt zwar noch
immer Diskussionen dariiber, welcher Algorithmus fiir die Art-Annahme am geeignetsten ist (z.B.
JORGER et al. 2012), das BIN-System mit dem zugrunde gelegten Cluster-Algorithmus hat sich aber
weitgehend durchgesetzt. Das Ergebnis ist stets zunédchst eine Baumgraphik, aus der unter Einbezug
aller Fakten eine Wahrscheinlichkeitsaussage (Sicherheit gibt es nie!) liber den Artstatus gemacht wird.
Das ist nicht immer ganz einfach und soll nun an einigen typischen Beispielen dargestellt werden.

Beispiele fiir Barcoding-Biume und ihre Interpretation

Andrena-Arten (Hymenoptera: Apidae): Idealfall mit Korrektur

ASﬂaﬂge Andrena hattrfemaBC ZEM HYM 0133526 Jun- 1995 Female Germany Rbineland Palstinate BOLD:AAK02T4

8 | Andrena hattorfiana/BC ZSM HYM 14848[19-Tuz-2012F D-AAK0274
Unterschied [Tasdess battorfanaBC Z5M HYM 05725/16-May-2000Male/Germazy Thn:cmpleOLD mom
Ardrena hattorfiana/BC ZSM HYM 0751508-Jul-2010[Female[France Provence-Alpes-Cote ' AzurBOLD:AAK0274
Andrena hattorfiana BC ZSM HYM 08730(16-Jul-2008[Female/Germany. Thuringia BOLD:AAK0274
And; b BC ZSM HYM 17872|18-Jul-2012[Female|Germany Baden-Wuerttemberg[BOLD:AAK0274 k
Andrena b [BC ZSM EYM 17873(18-Jul-2012Female|Germany Baden-WuerttembergBOLD:AAK0274 -
|Andrena hattorfiana BC ZSM HYM 1004416-Tul-2011 Female|Germany Baden-Wuerttemberg BOLD:AAK0274
Andrena hattorfianaBC ZSM HYM 08731]27-Jul-2010[Female|Germany Thunngia[BOLD:AAK0274
| Andrena hattorfiana BC ZSM HYM 08729124-Jun-20102Male/Germany. Thuringia BOLD:AAK0274
Andrena politaBC ZSM HYM 0139510 Jun-1996 Male/Germany Baden-Wuerttemberg BOLD-AAK0338
rmdmn polita/BC ZSM HYM 1787718-ul-2012Male Germany Baden-Wuerttemberg BOLD-AAK0338

Andrena politalBC ZSM HYM 01393/28-Jul-1991[Female/Germany Baden- Wuerttemberg[BOLD:AAK0338
Andrena polita[BC ZSM HYM 01396|28-Jul-1991/Male|Germany Baden-Wuerttemberg[BOLD:AAK0338
Andrena polita[BC ZSM HYM 01394/15-Aug-1994|Female|Germany. Baden- Wuerttemberg[BOLD:AAK 0338
Andrena polita[BC ZSM HYM 10050]16-Jul-201 1 [Female|Germany Baden-WuerttemberglBOLD-AAK0338
Andrena polita[BC ZSM HYM 1787618-Jul-2012[Female|Gemmany Baden-Wuerttemberg BOLD:AAK0338
Andrena pohita[BC ZSM HYM 17875/18-Jul-2012[Female|Germany Baden-Wuerttemberg[BOLD:AAK0338
= Andrena polita BC ZSM HYM 10049{16-Ful-2011Male|G: v.Baden-Wuerttemberg{BOLD: AAKO0338
Andrena polita[BC ZSM HYM 10048/09-Jul-2011/Male|Genmany. ThwingiaBOLD:AAK0338
Andrena rhenana[BC ZSM HYM 01401(01-May-1991(Female[France Provence-Alpes-Cote d’Azur{BOLD:AAN4168
-Andrena pastellensis|BC ZSM HYM 01400]15-May-1999Female/ltaly. Aosta Valley[BOLD:AAKO0342
Andrena taraxacilBC ZSM HYM 12834(13-Mar-2011 Male|Greece. Peloponnese| [BOLD:AAK0342
Andrena taraxaciBC ZSM HYM 035896]12-Mar-2001Male|GreeceBOLD:AAK0342

Andrena labiata[BC ZSM HYM 07517|08-Jul-2010/Female[France Provence-Alpes-Cote d'Azur[ BOLD:AANS403
| Andrena labiata[BC ZSM HYM 17894[20-Tul-2012Femals[Italy. Aosta Valley[BOLD:AANS403

‘Andrena labiataBC ZSM HYM 17896/20-Jul-2012Male/Italy. Aosta Valley[BOLD:AANS403

Andrena labiata[BC ZSM HYM 17895(20-Jul-2012Female(ltaly. Aosta Valley|BOLD:AAN9403

i.-‘u:d:w LabiataBC ZSM HT‘vI 07516\08 Jul-2010FemaleFrance. Pm\ul:e-..‘-\.lpe Cote d” .—‘mx.r\BOLD .:_4.\9403

A. labiata
2 ARTEN!

Abb. 1: Andrena

Abb. 1 zeigt einen Teilaspekt eines Barcoding-Baumes aus dem Apoidea-Release der ZSM (SCHMIDT et
al. 2015) beziiglich mehrerer Arten der Sandbienen (Andrena), die horizontalen Astldngen entsprechen
dabei den Sequenz-Unterschieden. Alle untersuchten Arten zeigen wenig interne Variabilitdt und klare
Unterschiede zu den Nachbararten. Die Arten Andrena hattorfiana FABRICIUS, 1775 und Andrena polita
SMITH, 1847 konnen bestitigt werden, fiir Andrena rhenana STOECKHERT, 1930, A. pastellensis
SCHWENNINGER, 2007 und A. taraxaci GIRAUD, 1861 bedarf es noch zusitzlicher Proben. Dem
gegeniiber erweist sich Andrena labiata FABRICIUS, 1781 wahrscheinlich als ein Artkomplex aus zwei
zwar nahe verwandten, dennoch unterschiedlichen Arten, eine aus Mittel-, Siid- und Osteuropa
(vermutlich die ,,echte” 4. labiata), eine andere (mdglicherweise neu zu beschreibende) aus dem nord-
westlichen Mittelmeerraum. Anders ausgedriickt: Andrena labiata nach aktuellem Versténdnis ist nach
Uberpriifung der Morphologie und Autdkologie (nicht selten finden sich hier weitere differenzierende
Zusatzmerkmale) in zwei Arten zu splitten.
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Ephemeriden: dhnliche Biiume, aber unterschiedliche Interpretation

2% Torleya majorFBAQU1380-13]BOLI:ACF8616
Totleya major| GBEPT038-13[BOLD:ACB1851
Torleya majorFBAQU1265-12[BOLD:ACB1851
Torleya major|GBEPT039-13|BOLD:ACBI851
Torleya major| GBEPT168-13[BOLD:ACB1851
Torleya major|GBEPT059-13|BOLD:ACBI1851
Torleya major|GBEPT090-13|BOLD:ACBI851
Torleya major|GBEPT126-13|BOLD:ACBL851
Torleya major|GBEPT172-13|BOLD:ACBIS851
Torleya major{GBEPT389-14|BOLD:ACB1851

Torleya major KLAPALEK, 1905: wahrscheinlich nur eine Art

Habroleptoides confusa] FBAQU1355-13|BOLD:AAKS034
Habroleptoides confusal FBAQU049-09BOLD:AAKS034
Habroleptoides confusa|FBAQUS26-10|BOLD:AAKS034
Habroleptoides confusa| GBEPT040-13|BOLD:AAK5034

Habroleptoides confusa[FBAQUS824-10/BOLD: AAM2063
Habroleptoides confusa|GBEPT026-13|BOLD:AAM2063
Habroleptoides confusa|FBAQUS23-10[BOLD:AAM2064

Habroleptoides co GBEPT400-14|BOLD: AAM2064
Habrolepto nfusaFBAQUI3 BOLD:AAM2064
[Habroleptoides confusa FBAQU 3IBOLD:AAM2064
Habroleptoides confusa| GBEPT856-14|BOLD:AAM2064

Habroleptoides confitsa SARTORI & JACOB, 1986: wahrscheinlich mehrere Arten

Abb. 2 Ephemeroptera

Abb. 2 zeigt zwei recht dhnliche Teilbdume aus dem Release der Wasserinsekten (MORINIERE et al.
2017). Die obere Abbildung (Torleya major KLAPALEK, 1905) zeigt den Vertreter aus dem Norden
Deutschlands, mit deutlichen Unterschiede zu den bayerischen Populationen. Es wire aber moglich,
dass diese Unterschiede durch geografisch dazwischen liegende Populationen iiberbriickt werden, daher
wire in diesem Fall eine Artabtrennung voreilig.

Die untere Abbildung zeigt hingegen deutliche genetische Unterschiede innerhalb von Habro-
leptoides confusa SARTORI & JACOB, 1986 und dies auch an identen Standorten; hier ist nach wiederum
anzuratender Uberpriifung der Morphologie und Okologie wahrscheinlich Splitting angesagt.

Caelifera: Hybridisierung macht Probleme

Aus unserem Heuschrecken-Release (HAWLITSCHEK et al. 2017) stammt das letzte Beispiel (Abb. 3): Je
zwei ,, Arten* der Gattung Chorthippus bzw. Tetrix, die sich auf der Basis von Morphologie und Bio-
akustik (Gesdnge) gut differenzieren lassen, laufen genetisch wirr durcheinander — liegen die Molekiile
hier falsch? Es ist stets zu bedenken, dass mitochondriale Gene (mit ganz wenigen Ausnahmen, etwa bei
Muscheln) stets iiber die Mutter vererbt werden, ein Hybride also stets die COI-Sequenz des Mutter-
tieres zeigen wird, wahrend Morphologie meist intermediér, die Bioakustik jedenfalls anders ausfallen
wird. Das hier gezeigte Muster ldsst daher entweder auf Hybridisierung oder zumindest auf Intro-
gression, d.h. teilweise Durchmischung oder Riickkreuzung mit den Elternarten, schlieen. Eine solche
Hypothese muss allerdings durch Zusatzuntersuchungen (etwa von nuklearen Genen) erhértet werden.

Die Praxis des Barcodens bzw. der Re-Identifikation

Die in BOLD eingestellten Sequenzen sind von Fachleuten entsprechend iiberpriift worden und daher
verldsslich — zumindest im geografischen Bereich der der Analyse zugrunde gelegten Untersuchungs-
exemplare. Wie kann nun eine fragliche Probe determiniert werden?

Dazu wird in BOLD die ermittelte Sequenz der fraglichen Probe iiber die entsprechende Maske
eingegeben und eine ,,BLAST-search® durchgefiihrt, die einfach auf prozentualer Sequenzéhnlichkeit
aufbaut. Im Idealfall erscheint eine Namensliste mit den ersten Eintriigen mit > 99% Ahnlichkeit und
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Abb. 3: Caelifera

lauter identischen Namen — die Bestimmung ist dann mit ganz hoher Wahrscheinlichkeit korrekt. Ist die
Ahnlichkeit geringer oder mit mehreren Namen verkniipft, bedarf es einer weitergehenden Analyse. Bei
Ahnlichkeit < 95% ist es wahrscheinlich, dass ein Art vorliegt, die noch nicht in der BOLD-Datenbank
erfasst wurde — es bleibt (auch in Bayern) noch viel zu tun.
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Zusammenfassung

Dieser Uberblicksartikel gibt eine Einfiihrung in die Begriindung des DNA-Barcoding und dessen Ziele.
Fokussiert wird auf die Erstellung der Hintergrund-Bibliothek und insbesondere auf die Etablierung des
sogenannten Barcoding Index Number (BIN)-Systems. Erléutert werden weiters die auftretenden Vari-
anten von Barcoding Baumen und deren Interpretation.
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Froschmiicken in Panguana
(Diptera: Nematocera, Corethrellidae)

Amelie HOCHERL

Die Familie der Froschmiicken (Corethrellidae), welche nur die Gattung Corethrella (COQUILLETT,
1902) umfasst, ist eine Gruppe nur wenige Millimeter messender Nematoceren (Insecta, Diptera). Sie ist
die Schwestergruppe der Biischelmiicken (Chaoboridae) und Stechmiicken (Culicidae). Das
altgriechische Wort ,korethron®, was so viel wie ,kleine Biirste bedeutet, bildet dabei nach BORKENT
(2008) die Grundlage fiir den wissenschaftlichen Namen des Taxons. Dieser bezieht sich auf den sehr
stark behaarten Gesamthabitus des Typusexemplares von Corethrella brakeleyi (COQUILLETT, 1902).
Der Trivialname des Taxons (,frog-biting-midges) bezieht sich auf die Wirte dieser Ektoparasiten.
Dabei handelt es sich ausschlieBlich um Froschlurche (Amphibia, Anura). Die Wirtslokalisation erfolgt
rein akustisch.

Im Tierreich werden innerartliche akustische Signale nicht selten von Prédatoren oder Parasiten
zur Lokalisation der Beute bzw. des Wirts genutzt. Im Englischen wird dies als ,,eavesdropping®,
lauschen, bezeichnet. Einige parasitische Nematocerengattungen nutzen unter anderem die Rufe ménn-
licher Froschlurche zur Wirtslokalisation. Dies ist beispielsweise fiir Miicken aus der Gattung Urano-
taenia (Culicidae) bekannt (BORKENT & BELTON 2006). Corethrellidae hingegen nutzen ausschlielich
diese akustische Form der Wirtslokalisation, was die bisher nur wenig erforschten Froschmiicken zu
interessanten Forschungsobjekten macht (BERNAL & DE SILVA 2015, BORKENT 2008).

Weibliche Corethrelliden sind hdmatophag, sie benédtigen Proteine aus dem Blut von Frosch-
lurchen zur Eiproduktion (BERNAL & DE SILVA 2015). Thre Larven leben aquatisch in Kleinstgewéssern,
wo sie sich rduberisch von anderen kleinen Arthropoden erndhren (BORKENT 1993). Die Verbreitung
von Froschmiicken ist pantropisch, in Gebieten unter 1500 m ii. NN (BORKENT 2008).

Andere hdmatophage Nematoceren, zum Beispiel Stechmiicken (Culicidae) bedienen sich ver-
schiedener Mechanismen, wie beispielsweise der Detektion von COz in der Luft, um ihren Wirt zu
lokalisieren. Da Frosche CO:2 hauptséchlich iiber die Haut ausscheiden und eine sehr geringe Stoff-
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