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DNA-Barcoding von Schmetterlingen —
alpine Artenvielfalt neu bewertet

Peter HUEMER

In einem Zeitraum von etwa 5 Jahren wurden im Rahmen einer iBOL (Internatio-
nal Barcode of Life Projekt) Kampagne mehr als 16.000 DNA-Barcodes von ca. 3400
Schmetterlingsarten aus dem Alpenraum erfolgreich sequenziert. Somit sind bereits etwa
60% des Artenbestandes in der internationalen Referenzdatenbank gespeichert, wenn
auch die innerartliche genetische Variationsbreite oft noch ungentigend bekannt ist. Ers-
te integrativ-taxonomische Analysen belegen ein hohes Ausmaf§ an bisher iibersehener,
bereits bewiesener oder wahrscheinlicher kryptischer Diversitit, die insbesondere klein-
riumig verbreitete alpine Endemiten umfasst. So wurden mit Hilfe von DNA-Barcodes
etwa 30 Arten mit direktem Bezug zur Kampagne ,Lepidoptera of the Alps* beschrieben.
Umgekehrt konnten aber in der ersten Projektphase auch bereits bisher unbekannte Sy-
nonymien aufgedeckt werden. Besonders hervorzuheben ist schliefSlich der beachtliche
Beitrag des DNA-Barcodings zur Erweiterung faunistischer Kenntnisse sowie zur Kli-
rung phylogeographischer Probleme.

HuemER P, 2015: DNA barcoding of butterflies and moths — alpine species diversity
newly assessed.

More than 16,000 DNA barcodes, covering approximately 3400 species of butterflies
and moths from the Alpine region were sequenced within the framework of iBOL (Inter-
national Barcode of Life Project) over a period of about 5 years. Thus, already a first bar-
code library was built up for about 60 % of the species inventory, although the intraspe-
cific genetic variation is often insufficiently documented. First integrative-taxonomic
analyses prove a high degree of hitherto overlooked or likely cryptic diversity, covering in
particular locally distributed alpine endemics. So far about 30 species were described with
the aid of DNA barcodes from material directly related to the campaign “Lepidoptera of
the Alps”. Conversely, however, unknown synonymies were uncovered in the first pro-
ject phase. Of further particular value is the significant contribution of DNA barcoding
to faunistics and the method furthermore helped to explain phylogeographic problems.
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Einleitung

In den letzten Jahren haben sich genetische Methoden, allen voran das DNA-Barcoding,
auch in der Taxonomie etabliert. So werden zunehmend kurze genetische Sequenzen pa-
rallel zur klassischen morphologischen Determinationsarbeit zur Bestimmung von Arten
herangezogen. Fiir die Unterscheidung von Eukaryoten hat sich hier eine Standardregion
des mitochondrialen Cytochrom C-Oxidase-Gens als besonders geeignet erwiesen (HEBERT
et al. 20032, 2003b, 2009). Uber die meistens arttypischen Barcode-Sequenzen kénnen
Arten reproduzierbar, zuverldssig und kostengiinstig bestimmt werden. Grundvorausset-
zung ist jedoch der Aufbau einer genetischen Referenzdatenbank verlisslich determinier-
ter Proben mdoglichst vieler Arten. Die Erreichung dieses Ziels wird global im Rahmen
der Initiative iBOL (International Barcode of Life — http://ibol.org/) vorangetrieben. Die
ermittelten Barcodes sowie Objektdaten stehen tiber die am Biodiversity Institute of On-
tario der Universitit Guelph angesiedelte 6ffentliche Datenbank BOLD (Barcode of Life
Data Systems — http://www.boldsystems.org/) der Scientific Community zur Verfigung
(RarnasingHAM & HEBERT 2007), inzwischen sind dies bereits fast 5 Mio. Barcodes von
ca. 450.000 Arten.
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Zahlreiche regionale und nationale Initiativen unterstiitzen die Ziele von iBOL. Auch die
hier beschriebene Barcodingkampagne ,Lepidoptera of the Alps® ist als Teil der Bestrebun-
gen zur Erstellung einer umfassenden genetischen Datenbank zu sehen und soll gleichzeitig
auch die Entdeckung kryptischer Diversitit férdern. Aus mehreren Griinden eignen sich
Schmetterlinge besonders gut fiir ein Pilotprojeke: (i) hohe Populariti, (ii) Naturschutz-
relevanz, (iii) ,einfache morphologische Bestimmbarkeit, (iv) tiberdurchschnittlicher ta-
xonomischer Bearbeitungsstand, (v) hohe Artendiversitit (ca. 5500 Arten im Alpenraum)
mit zahlreichen Relikten und/oder Endemiten, (vi) beachtliche Dichte an Amateurexper-
ten, sowie (vii) vergleichsweise grofle Daten- und Sammlungsbestinde. Die geographische
Beschrinkung auf die Alpen folgte pragmatischen Griinden. So verfiigt die Projektleitung
mit den Sammlungen der Tiroler Landesmuseen iiber den weltweit gréfSten Bestand an Al-
penschmetterlingen und der notigen personellen Expertise und erwies sich daher als pri-
destiniert, die Koordination der Kampagne zu tibernehmen. Die Felderhebungen sowie
genetischen Untersuchungen wurden jedoch durch eine Vielzahl von Institutionen und
Privatpersonen unterstiitzt und teilweise finanziell gefordert, u.a. durch die Autonome
Provinz Bozen — Siidtirol, Abteilung Bildungstorderung, Universitit und Wissenschaft im
Rahmen des Projekees , Erstellung einer DNA-Barcode-Bibliothek der Schmetterlinge des
zentralen Alpenraumes (Autonome Provinz Bozen — Siidtirol; Land Tirol)“, die inatura Er-
lebnis Naturschau Dornbirn sowie das Ontario Ministry of Research and Innovation mit
Forderungen von Genome Canada iiber das Ontario Genomics Institute als Unterstiitzung
des International Barcode of Life Projektes.

Die hier dargestellten vielversprechenden ersten Ergebnisse des Alpenbarcodings haben
dazu gefiihrt, Schmetterlinge als eine der 4 Pilotgruppen des fiir Osterreich fundamental
bedeutenden, vom Bundesministeriums fiir Wissenschaft, Forschung und Wirtschaft we-
sentlich mitgetragenen und unterstiitzen Barcodingprogrammes ABOL (>Austrian Barcode
of Life — https://www.abol.ac.at/) auszuwihlen. Diese von praktisch allen wichtigen mit
Naturwissenschaften befassten Institutionen Osterreichs unterstiitzte und vom Naturhisto-
rischen Museum mitgetragene und koordinierte Initiative zielt letztlich auf eine umfassende
genetische Erfassung der Biodiversitit des Bundesgebietes. Im Rahmen des Pilotprojeketes
tiber Schmetterlinge sollen in Kombination mit Daten aus dem Alpenprogramm innerhalb
von 3 Jahren von 60% des Artenbestandes genetische Daten vorliegen, im Idealfall von
4 Proben aus unterschiedlichen Regionen. Die Durchfiithrung dieses Teilprojektes obliegt
wiederum den Tiroler Landesmuseen, in enger Kooperation mit verschiedenen Partnern,
insbesondere dem Landesmuseum Kirnten.

Material und Methodik

Probenmaterial

Die genetischen Untersuchungen basieren grofitenteils auf Sammlungsmaterial der Tiroler
Landesmuseen und weiterer Institutionen, insbesondere der inatura Erlebnis Naturschau
Dornbirn, dem Landesmuseum Kirnten und dem Naturmuseum Siidtirol, sowie privater
Sammlungen. Um den Erfordernissen spiterer molekularer Untersuchungen gerecht zu
werden, wurden im Rahmen umfassender Freilandbeprobungen frische Tiere aufgesammelt
bzw. Material mit geringem Risiko degradierter DNA, also jiingere und nicht durch Feuch-
tigkeitseinwirkung (Aufweichen zu Priparationszwecken) beeinflusste, zumindest genadelte
und getrocknete, teilweise auch klassisch priparierte Proben, ausgewihlt. Die Objektwahl
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orientierte sich in der Initialphase an einer méglichst umfassenden Abdeckung des Arten-
bestandes an Alpenschmetterlingen und berticksichtigte gleichzeitig schon bekannte oder
vermutete taxonomische Problemfille. Die Artbestimmung erfolgte teilweise bereits wih-
rend der Felderhebungen bzw. spiter durch morphologische Analysen im Labor. Kritische
Taxa wurden vielfach nur auf Gattungsniveau vorbestimmt und erst nach genetischer Zu-
ordnung mit Hilfe bereits vorhandener Barcodes provisorisch auf Artniveau determiniert,
jedoch im Anschluss morphologisch eingehend gepriift, in zweifelhaften Fillen auch geni-
talmorphologisch. Fiir alle Taxa liegen somit kongruente morphologische und genetische
Determinationsgrundlagen vor.

Das Belegmaterial wurde etikettiert, georeferenziert und im Programm Biooflice digitali-
siert sowie nach den Vorgaben von BOLD photographisch dokumentiert. Schliefllich wur-
den von den Belegtieren Gewebeproben (Bein oder Teil eines Beines) entnommen und auf
Standardplatten von jeweils 95 Proben verteilt und fiir die weiteren genetischen Arbeits-
schritte an das Canadian Center for DNA Barcoding (CCDB) der Universitit Guelph (On-
tario, Kanada) versendet. Insgesamt wurden von September 2010 bis April 2015 ca. 17.000
Proben von ca. 3500 Arten nach diesen Vorgaben fiir die DNA-Analysen vorbereitet.

Wihrend die Referenztiere in den jeweiligen Sammlungen verbleiben, werden die Gewe-

beproben bzw. DNA-Extrakte als Dauerleihgabe an der Universitit Guelph aufbewahrt.

DNA-Sequenzierungen

Die DNA Isolation, PCR Amplifikation sowie DNA-Sequenzierungen erfolgten am CCDB
nach den bei DEWAARD et al. (2008) beschriebenen Standardprotokollen. Mit Hilfe dieser
Methoden wurde eine 658 Basenpaare umfassende Region des COI-Gens sequenziert, in
der die 648 Basenpaare des Standard-Barcodes beinhaltet sind.

Datenverwaltung und Analyse

Siamtliche objektspezifischen Daten sowie Barcode-Sequenzen und zugehérige ,, Trace Files®
(Elektropherogramme der Sequenzierungen, die der Qualititskontrolle dienen) werden im
Rahmen der webbasierten Datenbank BOLD verwaltet und sind dort in unterschiedlichen
Projekten zusammengefasst. Die objektspezifischen Daten wie geographische Parameter,
Sammeldaten, Aufbewahrungsort und Belegfoto werden in einer ,,Specimen Page® ver-
waltet, die damit verbundenen genetischen Informationen in der zugehérigen ,,Sequence
Page®. Die Datenbank BOLD erméglicht aber dariiber hinaus auch umfassende Analysen
und Auswertungen der genetischen Daten unter Beiziehung von Fremddaten aus anderen
Projekeen.

Ergebnisse — Diskussion

Barcode-Bibliothek — Artdifferenzierung

In etwa 5 Jahren wurden tiber 16.000 DNA-Barcodes von ca. 3400 Schmetterlingsarten
aus dem Alpenraum erfolgreich sequenziert. Somit sind etwa 60 % des Artenbestandes von
Osterreich in zumindest einer Sequenz erfasst. Die Erfolgsquote der Sequenzierungen er-
wies sich dank der hohen Qualitit des Probenmaterial als grof3, bei frisch aufgesammelten
Tieren erreichte sie ca. 99 %.
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Bisherige unverdffentlichte, auf Grund des Stichprobenumfanges noch als priliminir
zu schende, Auswertungen der Barcode-Bibliothek alpiner Schmetterlinge belegen eine
durchschnittliche interspezifische Distanz zum bisher bekannten nichsten Nachbarn von
etwa 8%, jedoch eine innerartliche Divergenz von nur etwa 0,4%. Die untersuchten
Arten lassen sich somit auf Grund der signifikant geringeren inner- versus zwischenart-
lichen Divergenz meistens sicher unterscheiden und DNA-Barcoding erweist sich dem-
nach fiir Schmetterlinge als hervorragende Methode zur Artdifferenzierung. So weisen
Huemer & Heserr (2015) bei einer Stichprobe von knapp 1500 Arten aus Westoster-
reich unter Beiziechung weiterer Daten aus BOLD eine eindeutige Wiederkennunggsra-
te von 98,7 % des sequenzierten Artenbestandes nach. Die vereinzelten Fille von iden-
ten oder iiberlappenden Barcodes beziehen sich fast ausnahmslos auf phylogenetisch sehr
nahestehende oder auf taxonomisch kritische Artenkomplexe (Hausmann et al. 2011,
HEBERT et al. 2003b).

Kryptische Diversitit

DNA-Barcoding ermdéglicht, dank der zunehmend umfassenden und die innerartliche ge-
netische Variationsbreite berticksichtigenden Datenbank BOLD, erstmals den raschen und
einfachen tiberregionalen Vergleich grofler Artenbestinde. Dies trigt wesentlich dazu bei,
potentielle kryptische Artenkomplexe zu erkennen (HUEMER et al. 2014, MUTANEN et al.
2012). Durch cinen integrativ-taxonomischen Ansatz und die damit einhergehende Be-
wertung beispielsweise morphologischer Merkmale sowie teilweise die Berticksichtigung
weiterer Gene konnte so im Rahmen der Alpenkampagne eine Vielzahl von neuen Ar-
ten entdeckt werden. Insgesamt wurden seit 2011 etwa 30 Schmetterlingsarten mit Hil-
fe von Barcodes aus der Alpenkampagne beschrieben (z.B. Huemer & Hesert 2011,
HueMER & MUTANEN 2015) und eine grofiere Anzahl von noch unbenannten kryptischen
Arten ist bereits taxonomisch abgesichert. Im Gegenzug wurden aber auch bislang uner-
kannte Synonymien erkannt. Neue Methoden wie Next Generation Sequencing sollen die
Vielzahl noch ungeklarter Problemfille, beispielsweise tiefer Barcode-Divergenzen ohne
offensichtliche morphologische Differenzierung, kliren. Neben echten kryptischen Arten
spielen hier auch potenzielle Fehlinterpretationen durch z. B. Introgression, Pseudogene,
genetischer Polymorphismus oder Walbachia-Infektionen eine bedeutende Rolle, die es je-
doch im Einzelfall zu kliren gilt.

Faunistik und Phylogeographie

DNA-Barcoding der Alpenschmetterlinge hat tiber diverse Feldforschungsprogramme
zu einer erheblichen Verbesserung der Kenntnisse regionaler Faunenzusammensetzun-
gen gefiihrt. So wurden alleine fiir das Bundesland Tirol bzw. Siidtirol insgesamt etwa
80 Arten erstmals entdeckt und mittels DNA-Barcodes bestimmt. Einige Arten sind
Neufunde fiir groflere Gebiete wie Osterreich oder Italien und vereinzelt wurden so-
gar Erstnachweise fiir den gesamten Alpenbogen gemacht, darunter als unveréffentlich-
te Beispiele Elachista deriventa aus Nordtirol und Chrysoclista abchasica aus Studtirol. Als
mediales Highlight gilt Heckford’s Zwergminierfalter (Ectoedemia heckfordi) aus Vorarl-
berg, ein Art die bislang als Endemit Stidenglands gegolten hatte. Die Verbreitung von
Arten kann nunmehr besser und zuverlissiger erfasst werden und DNA-Barcoding kann
hier auch wichtige Daten zur Klirung phylogeographischer Fragestellungen liefern wie
u.a. der Fall des Hopfenwurzelbohrers (Hepialus humuli) zeigt (SIMONSEN & HUEMER
2014).
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