Abb. 1: Der Rote Scheckenfalter (Melitaea didyma) kommt in Osterreich in drei verschiedenen Unterarten vor. Fota: Peter Buchner.
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Unbekannte genetische Vielfalt im Zentrum Europas
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ABSTRACT

DNA barcodes of 200 different butterfly species from Austria
were successfully generated, encompassing 94.5 % of the
211 species ever found in Austria. Sequences of 1263 speci-
mens of the barcode region, the mitochondrial COI gene,
longer than 500 bp were recovered and 1224 were fully
barcode compliant. 172 species (86.0 % of the inventory)
can be identified correctly with the barcode. In 28 species
barcode sharing or overlap was found, which may be due to
introgression, hybridisation or phylogenetic young species.
164 species or 77.4 % of the Austrian butterfly fauna have
unique Barcode Index Numbers (BINs). 13 species cover
more than 1 BIN and likely include cryptic diversity, e.g. in
Melitaea didyma and Melitaea cinxia. The morphologically
hardly separable sister species Leptidea sinapis/Leptidea
juvernica, Colias hyale/Colias alfacariensis, Boloria napaea/
Boloria pales and Aricia artaxerxes/Aricia agestis are
unequivocally separated by their DNA barcodes. M. athalia
celadussa is recorded for Austria based on DNA barcode
sequences, which are probably reflecting intogression. In
Lycaena tityrus, L. alciphron and Euphydryas aurinia the
disputed alpine subspecies cluster separately from lowland
populations, thus supporting different taxonomic status.

1. EINLEITUNG

Osterreich ist mit knapp 84.000 km? ein flachenmaRig klei-
nes, zentraleuropdisches Land. Dank der einzigartigen Lage,

die von den Alpen bis ins Pannonikum reicht, ist die Republik
jedoch biologisch ausgesprochen divers. Die Vielfalt spiegelt
sich in einer breiten Fiille von 813 Pflanzengesellschaften
und damit einhergehend fast 3000 Farn- und Blitenpflan-
zen, etwa 1000 Moos-, 2300 Flechten-, 5000 Algen- und
etwa 10.000 Pilzarten wider. Die Tierwelt umfasst sogar
geschatzte 45.000 Arten (Paar 2004), ist aber in vielen
Gruppen wie z. B. Zweifliiglern oder Hautfliiglern noch

sehr unzureichend erforscht. Schmetterlinge sind mit etwa
4070 bisher nachgewiesenen Arten (Huemer 2013) eine der
megadiversen Gruppen des Landes. Besonders gut unter-
sucht wurden die Tagfalter. Seit etwa 250 Jahren werden
sie in Osterreich erhoben, kartiert, gezahlt und beobachtet,
mit einem beachtlichen Ergebnis. Die Alpenrepublik ist mit
insgesamt 211 (ehemals) nachgewiesenen Tagfalterarten

flir europdische Verhéltnisse ein ausgesprochen diverses
Land. Die Artenzahl dbertrifft beispielsweise jene der viel
groReren Bundesrepublik Deutschland mit 193 Arten (SeTTeLE
etal. 1999). Der Bestand ist sowohl faunistisch als auch 6ko-
logisch und taxonomisch weitgehend erforscht, umfassende
Buchprojekte wie tiber die Tagfalter Wiens (HoTiner et al.
2013) belegen den hohen Kenntnisstand. Auch die Gefahr-
dung der Gruppe ist in der rezenten Roten Liste mit einer
Geféahrdungskategorie fiir mehr als 50 % des Artenbestan-
des (HotTinger & PennersTorrer 2005) gut dokumentiert.

Umso erstaunlicher erscheint daher der gravierende Mangel
an Daten zur genetischen Vielfalt 8sterreichischer Tagfalter,
ist diese doch ein wesentliches Kriterium fiir Anpassungs-
mechanismen der Arten an regionale Besonderheiten wie
Klimafaktoren etc., Studien mit europdischem Schwerpunkt,



wie DincA et al. (2011a, 2015), deuten darliber hinaus, trotz
eines hisher postulierten guten Kenntnisstandes, auf ein
tiberraschendes AusmaR an potentieller kryptischer Diversi-
tat bei Tagfaltern, und genetische Daten haben bereits wich-
tige Hinweise zur Beschreibung kryptischer Arten geliefert

z. B. Hernanpez-Rotoan et al. (2016).

DNA-Barcoding hat sich in den letzten Jahren als effektive
Methode fiir eine erste Abschatzung der genetischen Vielfalt
etabliert. Es basiert auf einer lediglich 658 Basenpaare (Bp)
umfassenden Region der mitochondrialen Cytochrom

C Oxidase 1 (COI 5), welche bei mehrzelligen Tieren als
einheitlicher Standard verwendet wird. Aufgrund der hohen
Zuverlassigkeit in der Unterscheidung von Arten, der Repro-
duzierbarkeit sowie der relativ geringen Sequenzierungs-
kosten liegen inzwischen groBe Mengen an 6ffentlichen
Vergleichsdaten auch und gerade fiir Schmetterlinge vor.

Da sich die Tiroler Landesmuseen bereits seit 2010 intensiv
und sehr erfolgreich an der globalen DNA-Barcoding Initia-
tive iBOL (International Barcode of Life) beteiligen, war die
Methodik somit vorgegeben.

2. METHODIK
2.1. Sampling

Ziel unserer Studie war es, moglichst zumindest vier Bar-
codes jeder einzelnen Tagfalterart aus Osterreich zu gene-
rieren. Um eine ausgewogene geografische Abdeckung zu
gewahrleisten, wurde das Land in einem pragmatischen und
weitgehend nach Bundeslandern gegliederten Ansatz in drei
Regionen geteilt: Nordostésterreich (Oberdsterreich, Nieder-
osterreich, Wien, Burgenland), Westosterreich (Vorarlberg,
Nordtirol, Salzburg) und Siiddsterreich (Osttirol, Kérnten,
Steiermark). Fir jede Region wurde, basierend auf vorhande-
nen Meldungen (Huemer 2013), versucht, Samples zu organi-
sieren und nachfolgend sequenzieren zu lassen. Dabei wurde
iberwiegend auf bereits bestehendes Sammlungsmaterial
zurlickgegriffen, woraus sich gewisse Ungleichgewichtungen
im geografischen Sampling ableiten lassen (Abb. 2). Um die
Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Sequenzierung zu
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erhéhen, wurde Material jiingeren Sammeldatums préferiert.
Die Belege stammen weitaus iiberwiegend aus den Natur-
wissenschaftlichen Sammlungen der Tiroler Landesmuseen,
weiteres aus dem Landesmuseum Kérnten (Klagenfurt) und
dem Haus der Natur (Salzburg). Einige Belege standen aus
den Arbeitssammlungen Kurt Lechner, Wolfgang Stark und
Patrick Gros zur Verfigung. Schlielich wurde eine beacht-
liche Zahl von Sequenzen aus rezenten Beprobungen im
Rahmen des Projektes EUGENMAP generiert.

Die Bestimmung der einzelnen Belege erfolgte grundséatz-
lich nach morphologischen Merkmalen und wurde mittels
der Zuordnung zu vorhandenen Sequenzen in der globalen
Datenbank BOLD (Barcode of Life Data Systems) tiberpriift.
Jeder Beleg ist in der Datenbank BioOffice der Tiroler
Landesmuseen digital erfasst und georeferenziert. Dariiber
hinaus wurden samtliche Belege im Rahmen der Proben-
ibermittlung fotografisch dokumentiert und Bilder samt allen
Daten in der Datenbank BOLD hochgeladen.

2.2. DNA-Sequenzierungen/Datenanalysen

Gewebeproben, im Fall der Lepidoptera ein Teil eines Bei-
nes oder ein vollstandiges Bein, wurden in standardisierte
Mikrotiterplatten a 95 Proben tiberfiihrt und an das Canadian
Center for DNA Barcoding (CCDB, University of Guelph,
Ontario, Kanada) versendet. Die Gewebeproben bzw. die
DNA-Extrakte werden dort als permanente Leihgabe fiir
weitere Untersuchungen gelagert. Die Extraktion, Isolation,
Amplifikation wie auch die anschliefende Sequenzierung
der DNA wurde am CCDB durchgefuhrt und erfolgte nach
den bei pe Waaro et al. (2008) beschriebenen Standard-
protokollen.

Die Artbestimmung mittels DNA-Barcode basiert im Wesent-
lichen auf der Annahme von konstanten interspezifischen
Divergenzen zwischen Schwesterarten, auch bei Berlick-
sichtigung intraspezifischer Variation. Das bedeutet, dass
ein Exemplar einer Art ndher beim néchsten Tier derselben
Art gruppiert, als bei der nachst stehenden Art und keine
genetischen Uberlappungen zwischen den beiden Arten
vorkommen. Die Performance der Bestimmung wurde einer-



seits (iber Barcode Gaps, andererseits (iber Barcode Index
Numbers getestet. Die Berechnung der intra- und inter-
spezifischen Distanzen basiert auf den durch BOLD zur Ver-
fligung gestellten Algorithmen.

Die Barcode Gap Analyse ermittelt die Verteilung von Distan-
zen innerhalb einer Art sowie zum ndchsten Nachbarn. Alle
Arten wurden mit Hilfe der Funktionen in BOLD auf die Prasenz
eines Barcode Gaps getestet. Die Tests basieren mit wenigen
Ausnahmen auf Sequenzen >500 Bp. Fiir wenige Arten, die in
unserem Material ausschlieRlich mit kiirzeren Sequenzen vor-
lagen, wurden zustzlich zur Bewertung eines Barcode Gaps
auch weitere Sequenzen aus BOLD herangezogen.

Das Barcode Index Nummer (BIN) System clustert Sequenzen
in sogenannte Operational Taxanomic Units (OTUs), und zwar
unabhéangig von ihrer bisherigen taxonomischen Zuordnung.
Es beruht auf einem zweistufigen Algorithmus, der die
Sequenzen in einem Cluster gruppiert und neue Sequenzen
automatisiert zuordnet (RarnasineHam & Hesert 2013). Dabei
werden alle Sequenzen >500 Bp und einige weitere Quali-
tatsanspriiche unabhéngig von der Projektherkunft erfasst
und einem BIN zugeordnet. Das BIN-System ist letztlich

ein probates Mittel zur Priifung der Konkordanz zwischen
morpho-taxonomisch basierten Artbestimmungen und COI-

Sequenzdaten.

Neighbor-Joining Trees wurden mit dem Kimura-2-Para-
meter (K2P) Distanzmodell berechnet und mittels des
Programmes MEGA 6 (Tamura et al. 2013) dargestellt.

Eine Fundpunktkarte wurde mit dem Programm Simple-
Mappr erstellt (SHortHouse 2010).

Die Datenanalyse basiert grundsatzlich auf Sequenzen
dsterreichischer Proben. Fir insgesamt 11 Arten der natio-
nalen Fauna konnten jedoch keine genetischen Daten
ermittelt werden. In diversen Analysen zur Artabgrenzung
flieBen aber auch Daten dieser Arten aus anderen Regionen
ein. Arten mit intraspezifischen Distanzen >0,5 % wurden
unter Beiziehung aller verfiigbaren Daten aus BOLD auf
mdgliche geografische Muster gepriift.

Systematik und Nomenklatur folgen weitgehend dem
Katalog der Schmetterlinge Osterreichs (Huemer 2013).

3. ERGEBNISSE
3.1. Uberblick
Von insgesamt 1473 sequenzierten Proben aus allen Regio-

nen Osterreichs (Abb. 2) konnten 1320 Sequenzen >200 Bp
aus 200 Arten ermittelt werden, 1263 Sequenzen aus




193 Arten weisen eine Lange von >500 Bp auf, 1224 Sequen-

zen geniigen den strengen Kriterien von BOLD und sind als
.barcode compliant” ausgewiesen.

Die Proben verteilen sich auf folgende Familien: Nympha-
lidae (727), Lycaenidae (350), Pieridae (180), Hesperiidae
(167), Papilionidae (43) und Riodinidae (6).

3.2. Leistungsfahigkeit von DNA-Barcodes
fiir die Artbestimmung

Artbestimmung mittels Barcode Gap

Die interspezifische genetische Distanz, der sogenannte
Barcode Gap, ermdglicht eine einwandfreie Zuordnung und
Bestimmung von Individuen auf Artniveau. Die mittlere Dis-
tanz zum néchsten Nachbarn betrégt 6,22 % und erreicht im
Maximalfall 10,25 %. Umgekehrt scheitert die Bestimmung
einer Art mittels DNA-Barcoding bei fehlendem Barcode Gap
zu einer oder mehreren anderen Arten (Tabelle 2).

Im vorliegenden Artenbestand kénnen insgesamt 172 der
untersuchten 200 Arten und somit 86 % mittels DNA-Bar-
coding sicher bestimmt und von den nachststehenden Arten
differenziert werden. Bei Berlicksichtigung von externen
Daten nicht sequenzierter Arten in BOLD lassen sich 180 von
insgesamt 212 Arten, das sind 84,9 % der dsterreichischen
Arten sicher mittels DNA-Barcodes determinieren.

Abb. 3: Der Osterluzeifalter (Zerynthia polyxena) aus der Familie der
Ritterfalter ist eine von 200 nunmehr sequenzierten Tagfalterarten Oster-
reichs. Fato: Peter Buchner.

Ritterfalter (Papilionidae) (Abb. 3)

Sequenzierter Artenbestand: 6 Arten; Sequenzen: 42.

Hohe intraspezifische Distanzen >2 %: 1 Art;

geringe Distanzen zum néachsten Nachbarn <=2 %: 2 Arten.
Keine Art ohne Barcode Gap (intraspezifisch >= interspezifisch).
Somit sind samtliche Papilionidae Osterreichs einwandfrei
mittels DNA-Barcode bestimmbar (Abb. 4).

Dickkopffalter (Hesperiidae)

Sequenzierter Artenbestand: 21 Arten; Sequenzen: 150.
Hohe intraspezifische Distanzen >2 %: 2 Arten; geringe
Distanzen zum nachsten Nachbarn <=2 %: 6 Arten.

—< Parnassius mnemosyne (n=14)
4':4 Parnassius phoebus (n=6)
Parnassius apollo (n=7)

| Iphiclides podalirius (n=5)

< Zerynthia polyxena (n=4)

A
0.01=1%

—=al] Papilio machaon (n=5)

Abb. 4: Neighbor-Joining Tree zur Abbildung genetischer Distanzen der sequenzierten Proben der Familie Papilionidae (Kimura 2-Parameter, konstruiert
mit MEGA 6; cf. Tamura et al. 2013). Hinweis: Die Skala bezieht sich nur auf Aste zwischen den Arten. Die Breite der Dreiecke reprasentiert die Anzahl
der Proben, die Tiefe die relative genetische Variation innerhalb des Clusters (2x Skala). Datenquelle: BOLD.
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Ein Artenpaar ohne Barcode Gap (intraspezifisch >= inter- WeiRlinge (Pieridae)

spezifisch): Pyrgus alveus/Pyrgus warrenensis. Die dariiber Sequenzierter Artenbestand: 20 Arten; Sequenzen: 160.
hinaus aus Osterreich versffentlichten Arten Pyrgus carlinae Hohe intraspezifische Distanzen >2 %: 1 Art;

und Pyrgus cirsii teilen nach Daten aus BOLD den Barcode, geringe Distanzen zum ndchsten Nachbarn <=2 %: 6 Arten.
differieren aber vom nachsten Nachbarn Pyrgus alveus mini- Ein Artenpaar ohne Barcode Gap (intraspezifisch

mal 1,31 %. Die ebenfalls aus dem Bundesgebiet publizierte >= interspezifisch): Colias croceus/Colias erate.
und mutmaRlich ausgestorbene Spialia orbifer clustert nahe Die von uns nicht sequenzierte Leptidea morsei weist

bei der rezent beschriebenen westmediterranen Spialia nach Daten in BOLD eine genetische Distanz von Minimum
rosae (gemeinsamer BIN), beide Arten divergieren aber von 2,38 % zur nachststehenden Art in Osterreich, L. sinapis,
der in Osterreich weit verbreiteten Spialia sertorius deutlich. auf.

Somit sind 20 von 24 Hesperiidae Osterreichs einwandfrei Somit sind 19 von 21 Pieridae Osterreichs einwandfrei
mittels DNA-Barcode bestimmbar (Abb. 5). mittels DNA-Barcode bestimmbar (Abb. 6).

4 Pyrgus alveus (n=18), Pyrgus warrenensis (n=5)
I——<< Pyrgus serratulae (n=7)
Pyrgus armoricanus (n=7)

Pyrgus carthami (n=7)

Pyrgus cacaliae (n=8)

Pyrgus andromedae (n=12)

Pyrgus malvae (n=8)
4|:{{ Pyrgus malvoides (n=9)
!—< Thymelicus sylvestris (n=8)

Thymelicus acteon (n=2)

4‘ Thymelicus lineola (n=8)

{ Carterocephalus palaemon (n=7)

— 1 Heteropterus morpheus (n=4)

| Ochlodes sylvanus (n=7)

{ Hesperia comma (n=8)

| Erynnis tages (n=5)
_'——ﬂlewcharodus floccifera (n=3)
Carcharodus lavatherae (n=1)

< Carcharodus alceae (n=4)

{ Spialia sertorius (n=9)

A
0.01=1%

Abb. 5: Neighbor-Joining Tree zur Abbildung genetischer Distanzen der sequenzierten Proben der Familie Hesperiidae (Kimura 2-Parameter, konstruiert
mit MEGA 6; cf. Tamura et al. 2013). Datenquelle: BOLD.



Colias phicomone (n=6)
Colias palaeno 1 (n=1)
Colias palaeno 2 (n=4)

Colias myrmidone (n=1)

Colias chrysotheme (n=1)

’7 4{ Colias croceus (n=8), Colias erate (n=4)

Colias palaeno 3 (n=2)

Colias hyale (n=9)

N Colias alfacariensis (n=11)

4{ Leptidea juvernica (n=8)

— Leptidea sinapis (n=31)

4 Aporia crataegi (n=5)

L 4 Anthocharis cardamines (n=6)

{ Gonepteryx rhamni (n=10)

- Pontia edusa (n=4)

<« Pieris brassicae (n=6)

4|:<< Pieris rapae (n=13)
Pieris mannii (n=5)

4 Pontia callidice (n=6)

|—< Pieris bryoniae (n=9)
I—< Pieris napi (n=10)

A
0.01=1%

Abb. 6: Neighbor-Joining Tree zur Abbildung genetischer Distanzen der sequenzierten Proben der Familie Pieridae (Kimura 2-Parameter, konstruiert mit
MEGA 6; cf. Tamura et al. 2013). Datenquelle: BOLD.

Edelfalter (Nymphalidae) (Abb. 7)

Sequenzierter Artenbestand: 100 Arten; Sequenzen: 619.
Hohe intraspezifische Distanzen >2 %: 10 Arten; geringe
Distanzen zum ndchsten Nachbarn <=2 %: 22 Arten.

16 Arten ohne Barcode Gap (intraspezifisch >= interspezi-
fisch): Brenthis daphne/Brenthis ino, Euphydryas maturna/
Euphdryas intermedia, Melitaea aurelia/ Melitaea asteria,
Erebia tyndarus/ Erebia cassioides/ Erebia nivalis/ Erebia cal-

caria, Erebia stirius/ Erebia styx und Coenonympha arcania/

- L : Coenonympha gardetta/ Coenonympha darwiniana/ Coeno-
Abb. 7: Der abgebildete Maivogel (Euphydryas maturna) unterscheidet
sich im DNA-Barcode nicht vom Alpen-Maivogel (Euphydryas inter- .
media). Foto: Peter Buchner. sequenzierte Apatura metis, eine in Osterreich nur einmal

nympha hero. Dartiber hinaus ldsst sich die von uns nicht
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Argynnis niobe (n=6)
Argynnis adippe (n=5)
Argynnis paphia (n=10)

Argynnis aglaja (n=7)

Brenthis hecate (n=2)

Brenthis daphne (n=3), Brenthis ino (n=7)
Issoria lathonia (n=4)

- Boloria eunomia (n=b)

Boloria pales (n=9)

Boloria napaea (n=6)

Boloria aquilonaris (n=8)
Boloria dia (n=7)
Boloria thore (n=10)
Boloria selene (n=6)
Boloria titania (n=8)
Boloria euphrosyne (n=9)
Apatura ilia (n=6)
i Apatura iris (n=5)
-« Neptis sappho (n=4)
Neptis rivularis (n=3)
] Libythea celtis (n=2)
Limenitis camilla (n=4)
Limenitis populi (n=1)

Limenitis reducta (n=6)

{ Araschnia levana (n=7)
Vanessa atalanta (n=6)

Vanessa cardui (n=5)

Polygonia c-album (n=9)

Nymphalis polychloros (n=5)

Nymphalis antiopa (n=4)

Nymphalis vaualbum (n=1)

Aglais urticae (n=6)

Aglais io (n=8)

wdwas intermedia (n=5), Euphydryas maturna (n=5)
Euphydryas cynthia (n=9)

—{ Euphydryas aurinia (n=16)

Melitaea cinxia (n=9)

Melitaea trivia (n=2)

Melitaea phoebe (n=5)

L —enll] Melitaea didyma (n=10)

Melitaea diamina (n=11)
Melitaea celadussa (n=5)

Melitaea britomartis (n=5)
Melitaea athalia (n=14)
Melitaea varia (n=5)

— Melitaea asteria (n=8), Melitaea aurelia (n=10)

0.01=1%

Abb. 8: Neighbor-Joining Tree zur Abbildung genetischer Distanzen der sequenzierten Proben der Familie Nymphalidae (alle Unterfamilien exkl.
Satyrinae) (Kimura 2-Parameter, konstruiert mit MEGA 6; cf. Tavura et al. 2013). Datenquelle: BOLD.



Erebia pluto (n=5)
Erebia pandrose (n=5)

Erebia mnestra (n=1)

{ Erebia alberganus (n=6)
<« Erebia medusa (n=8)
4 Erebia oeme (n=10)

_:{ Erebia aethiops (n=11)

Erebia meolans (n=2)
Erebia epiphron (n=7)

4|—<—{ Erebia pharte (n=13)

a Erebia manto (n=12)

Erebia claudina (n=2)
“—< Erebia calcaria (n=1), E. cassioides (n=9), E. nivalis (n=6), E. tyndarus (n=5)

Erebia eriphyle (n=10)

Erebia melampus (n=7)

Erebia stirius (n=2), Erebia styx (n=2)
Erebia montanus (n=3)

Erebia pronoe (n=9)

Erebia ligea (n=8)

Erebia euryale (n=16)

L——— FErebia flavofasciata (n=1)

—{ Erebia gorge (n=14)

< Aphantopus hyperantus (n=7)

Hyponephele lycaon (n=1)

Maniola jurtina (n=9)
{ Pararge aegeria (n=5)
4 Lopinga achine (n=6)

E— Lasiommata maera (n=10)

Lasiommata petropolitana (n=5)
Lasiommata megera (n=6)
- QOeneis glacialis (n=6)
E Hipparchia hermione (n=4)
Hipparchia fagi (n=2)

| - Hipparchia semele (n=4)

Hipparchia statilinus (n=1)
< Arethusana arethusa (n=4)

< Melanargia galathea (n=5)
Brintesia circe (n=4)

Chazara briseis (n=3)

Coenonympha arcania (n=6), C. darwiniana (n=1), C. gardetta (n=8), C. hero (n=1)

< Coenonympha glycerion (n=5)
_| Coenonympha oedippus 2 (n=1)
{ Coenonympha tullia (n=6)
4‘_‘ i Coenonympha oedippus 1 (n=4)
} | { Coenonympha pamphilus (n=6)

0.01=1%

Abb. 9: Neighbor-Joining Tree zur Abbildung genetischer Distanzen der sequenzierten Proben der Nymphalidae — Satyrinae (Kimura 2-Parameter,
konstruiert mit MEGA 6; cf. Tamura et al. 2013). Datenquelle: BOLD.
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gemeldete, jedoch nicht durch Beleg gesicherte und daher
sehr zweifelhafte Art, im DNA-Barcode nicht von Apatura ilia
unterscheiden.

Weitere in Osterreich nachgewiesene, jedoch von uns nicht
bzw. erfolglos sequenzierte Arten weisen hingegen deutliche
Unterschiede zu anderen Arten der Landesfauna auf: Argyn-
nis pandora divergiert vom nachsten Nachbar in Osterreich
Argynnis aglaja um minimal 6,86 %, Nymphalis xanthomelas
von Nymphalis antiopa um minimal 3,51 % und Melitaea
parthenoides von Melitaea aurelia um minimal 2,91 %.
Somit sind 88 von 105 Nymphalidae Osterreichs einwandfrei
mittels DNA-Barcode bestimmbar (Abb. 8-9).

Wiirfelfalter (Riodinidae)

Sequenzierter Artenbestand: 1 Art; Sequenzen: 6.

Die einzige Riodinidae-Art Osterreichs divergiert vom
néchsten Nachbarn der Landesfauna Carcharodus flocciferus
um 6,18 % und ist somit zweifelsfrei mittels DNA-Barcode
bestimmbar (Abb. 10).

Blaulinge (Lycaenidae)

Sequenzierter Artenbestand: 52 Arten; Sequenzen: 298.
Hohe intraspezifische Distanzen >2 %: 3 Arten; geringe
Distanzen zum ndchsten Nachbarn <=2 %: 14 Arten.

Tabelle 1: Tagfalter Osterreichs mit mehr als einem BIN (Quelle BOLD)

8 Arten ohne Barcode Gap (intraspezifisch >= interspezifisch):
Cupido alcetas/Cupido decoloratus, Lysandra bellargus/
Lysandra coridon, Pseudophilotes baton/Pseudophilotes
vicrama und Phengaris alcon/ Phengaris rebeli.

Drei in Osterreich nachgewiesene, jedoch von uns nicht
sequenzierte Arten, weisen deutliche Unterschiede zu ande-
ren Arten der Landesfauna auf: Lampides boeticus diver-
giert vom nachsten Nachbarn in Osterreich Pseudophilotes
vicrama um minimal 6,11 %, Leptotes pirithous von
Phengaris arion um minimal 8,02 % und Polyommatus
admetus von Polyommatus damon um minimal 4,69 %.
Somit sind 47 von 55 Lycaenidae Osterreichs einwandfrei
mittels DNA-Barcode bestimmbar (Abb. 10).

Artbestimmung mit dem
Barcode Index Nummer System (BIN)

Die Abgrenzung morphologisch bestimmter Arten mittels
BIN fiihrte zu weitgehend kongruenten Ergebnissen.

1263 Proben aus 193 Arten konnten einem BIN zugeordnet
werden. Der GroRteil der Arten gruppiert in einem einzigen
BIN, im Extremfall sind es aber auch innerhalb Oster-
reichs bis zu 3 BINs (Tabelle 1): 180 Arten (1 BIN), 9 Arten
(2 BINs), 4 Arten (3 BINs).

n Sequenzen (BOLD) n BIN AT n BIN Europa Verbreitung
Boloria euphrosyne 49 2 3 ?parapatrisch
Boloria thore 28 2 2 sympatrisch
Coenonympha gardetta 17 2 2 sympatrisch
Colias palaeno 87 3 3 sympatrisch
Euphydryas cynthia 12 2 2 parapatrisch
Limenitis camilla 43 2 2 allopatrisch
Lysandra bellargus 68 2 2 ?parapatrisch
Maniola jurtina 286 2 3 sympatrisch
Melitaea cinxia 57 3 3 parapatrisch
Melitaea didyma 52 3 5 sympatrisch
Parnassius mnemosyne 57 2 2 allopatrisch
Thymelicus lineola 165 2 4 sympatrisch
Thymelicus sylvestris 86 3 5 sympatrisch




4 Hamearis lucina (n=6)

— —— Lycaena thersamon (n=1)
—< |ycaena phlaeas (n=6)

Lycaena dispar (n=7)
Lycaena helle (n=2)

Lycaena alciphron (n=9)
Lycaena hippothoe (n=8)
Lycaena virgaureae (n=9)
Lycaena tityrus (n=11)

Satyrium spini (n=7)
Satyrium ilicis (n=1)
Satyrium acaciae (n=4)

Satyrium pruni (n=5)

Satyrium w-album (n=6)

<« Callophrys rubi (n=6)

{ Thecla betulae (n=5)
— - Favonius quercus (n=7)

_|:< Cupido minimus (n=7)
Cupido osiris (n=1)
Cupido alcetas (n=1), Cupido decolorata (n=2)
—:4 Cupido argiades (n=6)

Polyommatus eros (n=8)
Polyommatus icarus 2 (n=2)
Polyommatus icarus 1 (n=9)
Polyommatus damon (n=3)
Polyommatus dorylas (n=6)
Polyommatus daphnis (n=3)
Polyommatus thersites (n=7)
Polyommatus amandus (n=5)

Lysandra bellargus (n=8), Lysandra coridon (n=7)
Plebejus argus (n=7)

Plebejus idas (n=6)
Plebejus argyrognomon (n=9)

Aricia artaxerxes (n=10)
Aricia agestis (n=5)
Agriades optilete (n=6)
Agriades glandon (n=3)
Agriades orbitulus (n=5)
<« Eumedonia eumedon (n=9)
Cyaniris semiargus (n=11)
Pseudophilotes baton (n=2), Pseudophilotes vicrama (n=2)
Glaucopsyche alexis (n=4)
Scolitantides orion (n=5)
—————==m Phengaris nausithous (n=4)
Phengaris alcon (n=8), Phengaris rebeli (n=2)
Phengaris teleius (n=5)
Phengaris arion (n=8)
4 Celastrina argiolus (n=6)
0.01=1% Cacyreus marshalli (n=1)

Abb. 10: Neighbor-Joining Tree zur Abbildung genetischer Distanzen der sequenzierten Proben der Familien Riodinidae und Lycaenidae
(Kimura 2-Parameter, konstruiert mit MEGA 6; cf. Tamura et al. 2013). Datenquelle: BOLD.

18



Weitere Arten mit mehreren BINs sind bei umfassenderen
zukiinftigen Beprobungen durchaus zu erwarten. So clustert
beispielsweise Erebia pronoe nach heutigen Kenntnissen in
Europa in 4 BINs, eine der bisher in Osterreich nicht nach-
gewiesenen parapatrischen genetischen Linien kommt im
Bayerischen Allgau vor und ist sehr wahrscheinlich auch im
unmittelbar angrenzenden Vorarlberg prasent.

BIN-Sharing ist naturgemaf fiir alle im vorherigen Kapitel ge-
nannten 31 Arten ohne Barcode Gap gegeben. Weitere Arten-
paare mit geteiltem BIN sind: Pyrgus malvae/Pyrgus mal-
voides, Pyrgus andromedae/ Pyrgus cacaliae, Pieris napi/ Pieris
bryoniae, Colias palaeno/ Colias phicomone (1 BIN), Boloria
aquilonaris/Boloria napaea, Erebia euryale/ Erebia ligea, Ple-
bejus idas/ Plebejus argyrognomon und Polyommatus icarus/
Polyommatus eros. Diese zuséatzlichen tiber BINs nicht unter-
scheidbaren Taxa divergieren im Barcode geringfiigig, jedoch
konstant und lassen sich daher genetisch zweifelsfrei abgren-
zen. Subsummierend kénnen 164 von 212 Arten bzw. 77,4 %
des Artenbestandes mittels BIN sicher determiniert werden.

Bestimmung morphologisch kryptischer Arten
durch DNA-Barcoding

Die Artdifferenzierung in mehreren untersuchten Artengruppen
gilt selbst unter Experten als schwierig. DNA-Barcoding kann
hier eine wesentliche Hilfe fiir die Absicherung einer korrekten
Bestimmung sein und aufwéndige Untersuchungen wie
Genitalpraparation ersparen. Dies gilt vor allem fiir alle schwer
bestimmbaren Hesperiidae sowie einige Lycaenidage, aber auch
flir Vertreter der Nymphalidae-Gattungen Boloria und Melitaea
oder verschiedene Pieridae. Nachfolgend wird eine kleine
Auswahl besonders kritischer Arten naher besprochen.

Pyrgus malvae/Pyrgus malvoides

Die beiden Arten sind nur genitalmorphologisch sicher zu
unterscheiden, weisen dariiber hinaus aber auch ein parapa-
trisches Verbreitungsbild auf, d. h. sie kommen nur in ganz
wenigen Regionen gemeinsam vor. Wahrend die intraspezifi-
sche Variationsbreite mit maximal 0,16 % bei Pyrgus malvae
und 0 % bei P malvoides sehr gering ist, liegt die minimale
interspezifische Barcode Divergenz bei 1,08 %.

Abb. 11: Die beiden in Osterreich weiter verbreiteten SenfweiRlingsarten
Leptidea sinapis und Leptidea juvernica lassen sich im DNA-Barcode
leicht unterscheiden, duRerlich hingegen gar nicht. Somit ist auch

das abgebildete Exemplar mittels Foto nicht auf Artniveau bestimmbar.
Foto: Peter Buchner.

Leptidea sinapis/Leptidea juvernica (Abb. 11)

Die erst vor wenigen Jahren differenzierten und inzwischen
sogar durch eine dritte européische Art erweiterten Senf-
weilllinge (DiNcA et al. 2011b) sind nach phanotypischen
Merkmalen nicht sicher zu trennen, was in der Praxis

dazu fiihrt, dass diese Arten in vielen Untersuchungen

als Artengruppe behandelt werden. Das daraus resultierende
Datendefizit ermdglicht wenige korrekte Angaben zur
Verbreitung, Okologie oder Gefahrdung der Arten, mit allen
sich daraus ergebenden negativen Konsequenzen.

Im Barcode divergieren beide mitteleuropdischen Arten
(aber auch die dritte Art L. reali aus SW-Europa) konstant,
die dsterreichischen Proben minimal 2,64 %, bei einer maxi-
malen intraspezifischen Divergenz von 0,31 % (L. sinapis)
bzw. 0,33 % (L. juvernica).

Colias hyale/Colias alfacariensis

Die beiden Arten lassen sich im adulten Stadium morpho-
logisch nur mit Vorbehalt bestimmen, allerdings differieren
Okologie und das Raupenstadium zweifelsfrei. Interspezifi-
sche Barcode Divergenzen sind, wie bereits in anderen Stu-
dien nachgewiesen (Hausmann et al. 2011), auch in unseren
Proben mit Minimum von 2,67 % beachtlich.



Abb. 12: Das Mannchen des Alpen-Perimutterfalters (Boloria pales) kann
vom Ahnlichen-Perlmutterfalter (Boloria napaea) nur genetisch sicher
differenziert werden, eine sichere Bestimmung tiber Fotos ist unmdglich.
Foto: Peter Buchner.

Boloria pales/Boloria napaea (Abb. 12)

Boloria pales und B. napaea lassen sich zwar im weiblichen
Geschlecht morphologisch leicht trennen, die korrekte
Bestimmung von Ménnchen ist hingegen sehr kritisch. In
unserem Datensatz wurden jedoch interspezifische Barcode
Divergenzen mit Minimum 1,55 % gefunden. Auch die dritte,
leichter zu differenzierende Art der Gruppe, Boloria aquilo-
naris, divergiert in ahnlichem Ausmaf mit etwa 1,5 %.

Aricia artaxerxes/Aricia agestis

Das Artenpaar Aricia artaxerxes und A. agestis zahlt vor
allem in den Tieflagen Mitteleuropas zu den notorisch
kritisch zu bestimmenden Tagfaltern (Esert & Rennwatp 1991)
mit vermutlich zahlreichen Fehlbestimmungen. Etliche der
von uns gebarcodeten putativen A. agestis erwiesen sich
jedenfalls A. artaxerxes zugehdrig. Wahrend morphologische
Merkmale wie insbesondere die Ausdehnung der orangen
Randflecken der Fliigeloberseiten — ausgedehnt bei

A. agestis, reduziert bei A. artaxerxes— in vielen Fallen
keine sichere Bestimmung zulassen, unterscheiden sich
beide Taxa konstant im DNA-Barcode. In unseren 6ster-
reichischen Proben im Minimum 1,87 %, bei einer intra-
spezifischen Divergenz von maximal 0,31 % (A. agestis) bzw.
0,46 % (A. artaxerxes).
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Fehlende Divergenzen im DNA-Barcode —
morphologisch basierte Arthestimmung

Eine tiberraschend groRe Zah! von Tagfalterarten Oster-
reichs besitzen idente DNA-Barcodes (Barcode-Sharing)
oder weisen eine Barcode-Uberlappung (Barcode-Overlap)
auf (Tabelle 2). Diese Arten kdnnen somit tiberhaupt

nicht oder nur mit Einschrénkungen, d. h. nicht alle
Exemplare, nach ihren DNA-Barcodes bestimmt

werden. Unser Datensatz ergibt fir 28 Arten keine
zweifelsfreie Bestimmung mittels Barcode.

Nachfolgend werden mehrere Artenpaare exempla-

risch erlautert.

Lysandra coridon/Lysandra bellargus

Beide Arten zeigen eine erhebliche intraspezifische
Variabilitdt im DNA-Barcode mit jeweils einer eigen-
standigen genetischen Linie sowie einem weiteren gemein-
samen Cluster. Ob und wieweit Introgression fiir dieses
Muster verantwortlich ist, bleibt vorerst ungeklart. Die Form
polonus gilt jedenfalls nach der Morphologie als natirlicher
Hybrid, was auf mégliche Introgression bei beiden Arten
hindeuten wirde.

Pseudophilotes baton/Pseudophilotes vicrama

Wie von Topisco et al. (2015) beschrieben und anhand

der 6sterreichischen Sequenzen bestatigt wird, sind die
Schwesterarten Pseudophilotes baton und P vicrama anhand
des Barcodes nicht sicher zu trennen. Die Bestimmung unse-
rer sequenzierten Belege wurde daher anhand der Genital-
morphologie Gberpriift. Ein weiteres, nahe verwandtes Taxon
mit Barcode-Uberlappung, ist die auf der Iberischen Halb-
insel verbreitete P panoptes.

Pyrgus alveus/Pyrgus warrenensis

Wéhrend Hausmann et al. (2011) fiir Proben beider Taxa aus
Deutschland eine konstante interspezifische Distanz von
minimal 0,5 % postulieren, kann diese Divergenz nach unse-
ren Daten nicht bestatigt werden, und beide Arten clustern
gemeinsam.



Tabelle 2: Artenpaare mit minimalen interspezifischen Distanzen von 0-1 %

Art Mit. Intra-sp. | Max Intra-sp. | NN Distanz NN
Coenonympha arcania 0.36 0.92 Coenonympha darwiniana 0
Coenonympha darwiniana N/A N/A Coenonympha gardetta 0
Coenonympha gardetta 0.85 2.18 Coenonympha darwiniana 0
Cupido alcetas N/A N/A Cupido decolorata 0
Cupido decolorata 0 0 Cupido alcetas 0
Erebia cassioides 0.22 0.61 Erebia nivalis 0
Erebia nivalis 0.05 0.17 Erebia cassioides 0
Erebia stirius 0 0 Erebia styx 0
Erebia styx 0.1 0.15 Erebia stirius 0
Euphydryas intermedia 0.15 0.31 Euphydryas maturna 0
Euphydryas maturna 0.09 0.15 Euphydryas intermedia 0
Phengaris alcon 0.04 0.34 Phengaris rebeli 0
Phengaris rebeli 0.15 0.15 Phengaris alcon 0
Pseudophilotes baton 0 0 Pseudophilotes vicrama 0
Pseudophilotes vicrama 0.23 0.34 Pseudophilotes baton 0
Pyrgus alveus 04 1.4 Pyrgus warrenensis 0
Pyrgus warrenensis 0.23 0.77 Pyrgus alveus 0
Colias croceus 0 0 Colias erate 0.15
Colias erate 0 0 Colias croceus 0.15
Erebia calcaria N/A N/A Erebia nivalis 0.15
Erebia tyndarus 0.06 0.15 Erebia nivalis 0.15
Lysandra bellargus 1.24 2.67 Lysandra coridon 0.15
Lysandra coridon 0.95 1.71 Lysandra bellargus 0.15
Melitaea asteria 0.3 0.46 Melitaea aurelia 0.46
Melitaea aurelia 1.0 2.03 Melitaea asteria 0.46
Plebejus argyrognomon 0 0 Plebejus idas 0.46
Plebejus idas 0.1 0.31 Plebejus argyragnomon 0.46
Brenthis daphne 0.56 1.4 Brenthis ino 0.62
Brenthis ino 0.61 1.87 Brenthis daphne 0.62
Erebia euryale 0.09 0.62 Erebia ligea 0.66
Erebia ligea 0.15 0.5 Erebia euryale 0.66
Pyrgus andromedae 0.06 0.15 Pyrgus cacaliae 0.85
Pyrgus cacaliae 0.08 0.17 Pyrgus andromedae 0.85
Polyommatus eros 0.08 0.31 Polyommatus icarus 1
Polyommatus icarus 0.82 2.5 Polyommatus eros 1
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Colias croceus/Colias erate

Barcode-Sharing zwischen den morphologisch sehr &hn-
lichen Arten Colias croceus und C. erate wird bereits von
Dinc et al. (2011a) sowie von Hausmann et al. (2011) postu-
liert und trifft auch fiir dsterreichische Populationen zu.

Erebia ligea/Erebia euryale (Abb. 13)

Im Gegensatz zum oben genannten Pyrgus-Artenpaar kann
hier die von Hausmann et al. (2011) fir Deutschland fest-
gestellte geringe Distanz nach unseren Daten bestéatigt
werden. Beide Arten divergieren in Osterreich mit minimal
0,66 %, allerdings bei einer erheblichen intraspezifischen
Divergenz von maximal 0,5 % (E. ligea) bzw. 0,62 %

(E. euryale). Die sichere Bestimmung mittels DNA-Barcode
ist allerdings auf europaischer Ebene nicht mehr gegeben,
hier clustern beide Arten gemeinsam und tiberlappen sich
im Barcode!

Erebia styx/Erebia stirius

Die lange umstrittenen Taxa Erebia styxund E. stirius wur-
den von Jutzeter et al. (2001a, 2001b) als morphologisch
konstant, wenn auch unauffallig getrennte Arten, anerkannt,
die teils in Sympatrie auftreten. Eine umfassende weitere
Studie widmete sich der Verbreitung, wobei Material aus
beinahe allen bisher bekannten Fundorten untersucht
werden konnte (Jutzeter et al. 2002a, 2002b). Nach diesen
Arbeiten sowie neueren Untersuchungen (DeutscH 2017) sind
die von uns genetisch erfassten Belege von E. stirius aus
Osttirol zweifelsfrei. Sie zeigen gemeinsam mit £. styx einen
weiteren bisher unbekannten Fall von Barcode-Sharing in der
europdischen Schmetterlingsfauna und deuten auch dies-
beziiglich auf eine phylogenetisch junge Aufsplittung hin.

Erebia calcaria/Erebia cassioides/

Erebia tyndarus/Erebia nivalis

Arten der Erebia tyndarus-Gruppe gelten trotz kryptischer
morphologischer Merkmale als unumstritten, sie lassen sich
allerdings nach bisherigen Erkenntnissen im Barcode nicht
differenzieren (Huemer & Hesert 2016). Unsere Studie belegt
die Ubereinstimmung im Barcode, auch fiir die bislang noch
nicht berlicksichtigte E. calcaria.
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Abb. 13: Der abgebildete WeiRbindige Mohrenfalter (Erebia ligea) und
der WeiRbindige Bergwald-Mohrenfalter (Erebia euryale) unterscheiden
sich im DNA-Barcode geringfiigig, aber konstant. Foto: Peter Buchner.

Coenonympha arcania/Coenonympha gardetta/
Coenonympha darwiniana

Der Artstatus von Coenonympha darwiniana ist umstritten
und das Taxon gilt bei manchen Autoren als Hybrid von

C. gardettaund C. arcania. Die einzige bekannte Population
aus Osterreich aus Karnten (St. Jakob im Lesachtal, Mussen)
stimmt morphologisch weitgehend mit C. darwiniana aus
den Stidwestalpen tiberein und wird daher diesem Taxon
zugeordnet. Barcode-Sharing aller drei Taxa, also auch der
unumstrittenen C. arcania und C. gardetta, deutet auf mdg-
liche Ingression in dieser Artengruppe hin.

Barcode-Analyse
taxonomisch umstrittener Artenkomplexe

Melitaea athalia-Komplex

Aufgrund der Anpassungsféhigkeit des Wachtelweizen-
scheckenfalters (M. athalia) wird diese Art in verschie-
densten Habitaten aufgefunden. Sie besiedelt sowohl
trockene als auch feuchte, magere Lebensrdume bis auf eine
Hohe von 2000 m (Pro Natura 2000). Die Artengruppe um

M. athalia gilt als schwer zu determinieren. Fiir eine sichere
Unterscheidung van M. britomartis und M. aurelia ist in
vielen Féllen eine Genitalpraparation empfehlenswert. Wie
in AcHTELIK (2006) diskutiert, ist die Taxonomie des Taxons
M. athalia noch nicht vollsténdig gekl&rt. Im mannlichen



Genital lassen sich zwei Formen unterscheiden: M. athalia
athalia mit Uncusspitzen, deren Verbreitungsgebiet sich von
Nordfrankreich nérdlich der Alpen in den Osten bis nach
Japan zieht und die uncusspitzenlose M. athalia celadussa,
welche sowohl in der Schweiz, Siidfrankreich und wieder

in der Spanischen Sierra Nevada vorkommt. In den Uber-
lappungsgebieten gibt es alle Ubergange zwischen den bei-
den Genitalformen. Dies lI&sst auf Hybridisierung schlieen,
welche AchTeLik (2006) anhand genetischer Untersuchung
verschiedener Loci bestatigt. Er vermutet, dass sich wahrend
der Eiszeit und des damit ausgepragten Eisschildes Popula-
tionen nérdlich und stdlich der Alpen differenzieren konnten.
Allerdings fand nach diesem Autor keine abgeschlossene
Speziation statt. Nach Riickzug der Gletscher bildete sich
eine funktionelle Fortpflanzungsgemeinschaft, obwohl sich in
den genetischen Daten drei Gruppen erkennen lassen: eine
Nordgruppe, eine Stidgruppe und die polnische Population.
Die Barcodeergebnisse spiegeln diese Untersuchungen nicht
wider. Im Ahnlichkeitsbaum sind 2 Cluster von M. athalia zu
erkennen, welche mit durchschnittlich 4,11 % voneinander

getrennt sind. M. athalia athalia ist im Barcode von M. aure-
lia, M. parthenoides, M. varia, M. asteria und M. britomartis
geringer unterschieden als von M. athalia celadussa. Tiere
aus beiden Clustern konnten in Osterreich festgestellt
werden. Belege aus dem oberen Inntal Nordtirols sowie teil-
weise auch aus Vorarlberg gehoren dem Cluster M. a. cela-
dussa an. Die untersuchten Belege weisen jedoch Uncus-
spitzen auf und sind hiermit ein Hinweis auf Hybridisierung.
Auch AistLerrner (1999) postuliert fiir Vorarlberg und Liechten-
stein eine Hybridisierungszone. Bemerkenswert erscheinen
in diesem Zusammenhang letztlich die Ergebnisse einer
umfassenden genetischen Studie von Leneveu et al. (2009).
Demnach ist M. celadussa, in der genannten Arbeit auf
Artstatus erhoben, nicht das Schwestertaxon von M. athalia
und mit dieser nicht direkt verwandt.

Euphydryas aurinia-Komplex (Abb. 15)

Der Goldene Scheckenfalter (Euphydryas aurinia) tritt in
Osterreich einerseits in Niedermooren und extensiven
Wiesen der Tallagen bis in die montane Region auf, anderer-

Austria Karnten 2200 m

Austria Vorarlberg 1750 m
Austria Kérnten 1205 m
Austria Nordtirol 2100 m
Austria Nordtirol 2800 m
Austria Vorarlberg 1680 m
Austria Nordtirol 2100 m
Austria Nordtirol 1450 m
Austria Kérnten 2200 m
Austria Steiermark 830 m

Austria Steiermark 830 m

Austria Steiermark 820 m
Austria Steiermark 820 m

Austria Vorarlberg 395 m

Euphydryas aurinia glaciegenita

Euphydryas aurinia aurinia

| Austria Steiermark 840 m

0.001=0,1%

| Austria Niederdsterreich 650 m

Abb. 14: Neighbor-Joining Tree zur Abbildung genetischer Distanzen der dsterreichischen sequenzierten Proben von Euphydryas aurinia (Kimura 2-Para-

meter, konstruiert mit MEGA 6; cf. Tavura et al. 2013). Datenquelle: BOLD.
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Abb. 15: Der in Europa streng geschiitzte Goldene Scheckenfalter (Euphy-
dryas aurinia) kommt in Osterreich in gefahrdeten Talpopulationen sowie
einer ungefahrdeten Gebirgsunterart vor. Foto: Peter Huemer.

seits oberhalb der Waldgrenze. Diese Populationen lassen
sich auch phanotypisch trennen, der taxonomische Status
ist jedoch duferst umstritten und schwankt je nach Autor
zwischen Unterarten bis hin zu Semispezies (BALLETTO et al.
2014). Da es sich um eine in den Anhangen Il und IV der
Fauna-Flora-Habitat-Richtlinie gelistete und somit streng
geschitzte Art handelt, fir die Schutzgebiete auszuweisen
sind, ist diese Diskrepanz von erheblicher naturschutzrecht-
licher Relevanz. DNA-Barcode Sequenzen aus Osterreich
divergieren zwar konstant, jedoch minimal und unterstiitzen
somit eher zwei Unterarten, E. aurinia aurinia und E. aurinia
glaciegenita, als zwei separate Arten (Abb. 14). Unter
Berticksichtigung aller in BOLD frei verfligbaren Sequenzen
von E. aurinia ergibt sich jedoch ein differenziertes Bild.
Sequenzen von rumanischen Tieren aus dem Flachland
clustern hier gemeinsam mit alpinen E. aurinia glaciegenita.

Lycaena tityrus-Komplex

Der taxonomische Status von Lycaena tityrus und Lycaena
subalpinus ist in Fachkreisen umstritten. Letztere gilt meist
als Unterart, wurde jedoch bei Huemer (2013) iberhaupt nicht
mehr separat aufgelistet. BaLLeTTo et al. (2014) vertreten
jedoch neuerdings wieder die Ansicht, dass es sich bei bei-
den Taxa um parapatrisch verbreitete Arten handelt, die in
wenigen raumlich begrenzten Gebieten wie beispielsweise
den siidlichen Dolomiten Hybridpopulationen bilden. Gering-
fligige konstante Barcode-Divergenzen in unserem Datensatz
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unterstiitzen die These von zwei separat zu behandelnden
Taxa (Abb. 16). Auch bei Berticksichtigung weiterer Sequen-
zen aus Spanien oder Ruménien clustert das Taxon sub-
alpinus separat, jedoch zunehmend geringflgiger.

Phengaris alcon-Komplex

Der taxonomische Status des Lungenenzian-Blaulings (Phen-
garis alcon) und des Kreuzenzian-Bldulings (Phengaris rebeli)
ist trotz einer Vielzahl von Untersuchungen umstritten (siehe
Kuorna & Fric 2013). Unsere Proben umfassen jedenfalls
Exemplare beider Taxa, die jedoch durch véllig iiberein-
stimmende DNA-Barcodes keine Unterstiitzung finden.

Deep splits — intraspezifische Variation versus
interspezifische kryptische Diversitat

Sympatrische Divergenzen

Eine Reihe von Arten weisen selbst innerhalb von Populatio-
nen eine auffallend divergente genetische Struktur im DNA-
Barcode auf, mit teils mehreren deep splits (siehe Tabelle 1).
Die Ursachen fiir diese genetischen Aufspaltungen kdnnen
vielfaltige Ursachen haben, die von Introgression bis hin

zu Wolbachia-Infektionen reichen kénnen. Stellvertretend
werden hier zwei Beispiele angeftihrt.

Thymelicus sylvestris

DNA-Barcodes von Thymelicus sylvestris aus Osterreich grup-
pieren in 3 deutlich getrennte genetische Linien, in Europa
sind es sogar 5. Daraus ergibt sich eine maximale innerartliche
Divergenz von 4,26 %. Trotz dieser ungewdhnlichen Distanzen
gibt es aktuell keine Hinweise auf kryptische Diversitét.

Colias palaeno (Abb. 17)

Die Art tritt in Osterreich in drei nach aktuellem Datenstand
geografisch nicht scharf getrennten Clustern auf. Eine Linie
clustert gemeinsam mit Colias phicomone. Krawvp et al.
(2016) vermuten hier eine Hybridisierung mit C. phicomone
wahrend einer der letzten Eiszeiten. Mit 10,25 % maximaler
intraspezifischer Divergenz ist Colias palaeno ein extremes
Beispiel genetischer Variabilitat. Nach den verfiigharen
Daten in BOLD weisen viele morphologisch differenzierte



Austria Steiermark 1250 m
Austria Osttirol 640 m

Italy Stdtirol 850 m

Germany Schleswig-Holstein 24 m

Austria Vorarlberg 670 m
Germany Saarland 300 m
Germany Bayern 850 m

Germany Bayern 600 m

0.001=0,1%

Germania Bayern 360 m
Germania Bayern 580 m

Lycaena tityrus tityrus

Austria Vorarlberg 1720 m 7
Austria Nordtiral 1590 m

Italy Stidtirol 2000 m

Austria Nordtirol 1700 m

Italy Stidtirol 2643 m

Italy Stdtirol 1640 m

Austria Kérnten 1450 m
Austria Steiermark 1800 m
Austria Kérnten 2200 m
Austria Kérnten 2200 m

Lycaena tityrus subalpinus

Abb. 16: Neighbor-Joining Tree zur Abbildung genetischer Distanzen der mitteleuropdischen sequenzierten Proben von Lycaena tityrus (Kimura 2-Para-

meter, konstruiert mit MEGA 6; cf. Tamura et al. 2013). Datenquelle: BOLD.

Colias-Arten keine oder nur geringe intraspezifische Diver-
genzen auf. So finden sich beispielsweise innerhalb des

BIN BOLD:AAA3447 etwa 50 gemeinsam clusternde Taxa!
WHeat & Wart (2008) vermuten, dass viele Arten der Gattung
Colias phylogenetisch jung und daher im Barcode noch nicht
getrennt sind. Weiteres sind auch Félle von Hybridisierung
bekannt (Wane & PorTer 2004).

Geografisch korrelierte Divergenzen

Eine beachtliche Anzahl der Tagfalterarten Osterreichs weist
unterschiedliche, geografisch korrelierte Divergenzen auf,
die phylogeografische Muster und somit glaziale Refugial-
und postglaziale Besiedlungsprozesse abbilden. Vor allem
tiefe Splits sind zukiinftig in integrativ-taxonomischen
Studien auf magliche kryptische Diversitat zu priifen. Aller-
dings finden sich bei einer Reihe von Arten eher gering-
fligige, geografisch korrelierte Divergenzen im DNA-Barcode,
die ebenfalls besondere Beachtung verdienen, sind sie

doch ein Spiegelbild der genetischen Vielfalt dieser
Arten in Osterreich. Zu diesen Taxa zahlen beispielsweise
Hipparchia semele, Oeneis glacialis, Polyommatus amandus,

Polyommatus thersites und Plebejus argus.

Abb. 17: Der Hochmoorgelbling (Colias palaeno) zeigt das héchste
AusmaR genetischer Variabilitat innerhalb der Tagfalter Osterreichs.
Foto: Peter Buchner.
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Mehrere auffallende Beispiele mit deutlich getrennten
Clustern werden hier kurz beschrieben.

Parnassius mnemosyne (Abb. 18)

Verschiedene Autoren, u. a. DincA et al. (2015), weisen zwei
signifikant um 2,6 % getrennte allopatrische genetische
Linien des Schwarzen Apollo (Parnassius mnemosyne) in
Europa nach. Die westliche Linie kommt in Vorarlberg und
dem westlichsten Nordtirol vor, die 6stliche vom stlichen
Nordtirol bis nach Ost- und Stidosterreich. Die westlichen
Populationen gehtren nach Hastsereer & Seaerer (2016) zur
ssp. korbi, allerdings ist die finale taxonomische Bewertung
offen, und es besteht die Méglichkeit, dass in Osterreich
zwei vikariierende Arten vorkommen.

Limenitis camilla

Dinck et al. (2015) belegen in Europa zwei allopatrische
genetische Linien, die nach unseren Untersuchungen beide
in Osterreich vertreten sind. Nach erweiterten aktuellen
Daten scheint eine der beiden Linien {iberwiegend stidwest-
europdisch verbreitet zu sein, das Areal reicht jedoch bis

Abb. 18: Der taxonomische Status der beiden nachgewiesenen geneti-
schen Linien des Schwarzen Apollos (Parnassius mnemosyne) ist noch
ungeklart. Foto: Peter Huemer.

nach Stidkorea. Die zweite Linie wurde von Frankreich bis
nach Rumanien nachgewiesen. Erstere wurde in Osterreich
aus dem Westen nachgewiesen, letztere aus dem Osten des
Bundesgehietes. Demnach I&sst sich aus dem europdischen
Datensatz keine zweifelsfreie geografische Trennung
ableiten, und weitere Untersuchungen in den Grenzberei-
chen sind erforderlich, um dieses Problem abzukl&ren.

@ M. d. didyma

A M. d.ssp.

© M. d. mauretanica
| M. d. neera

* M. d. occidentalis

Abb. 19: Verbreitungskarte der sequenzierten Proben der Unterarten von Melitaea didyma. Erstellt mit SimpleMappr. Datenquelle: BOLD.
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A Austria Nordtirol

M. didyma didyma
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Spain Catalonia
Spain Aragon

Spain Valencia
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Kyrgyzstan ] M.didyma turkestanica

Morocco ] M. didyma protaeocccidentis

— Spain Andalusia

— Spain Andalusia M. didyma mauretanica

L Spain Andalusia
A Austria Steiermark
A Austria Kdrnten

[taly Suedtirol

Italy Tuscany .
Italy Latium M. didyma ssp.
Italy Tuscany

Italy Tuscany

Italy Tuscany
Russia Udmurtia

Kazakhstan Zyryan District
A Austria Niederdsterreich

Romania Transylvania

A Austria Niededsterreich M. didyma neera

Romania Maramures
Romania Mehedinti

A Austria Niederdsterreich
Spain Catalonia
L Spain Catalonia

— Spain Aragon

Spain Catalonia

Spain Valencia

M. didyma occidentalis

Spain Cantabria
Spain Madrid
Spain Castilla-La Mancha
Spain Madrid

Spain Aragon

0.01=1%

Abb. 20: Neighbor-Joining Tree zur Abbildung genetischer Distanzen der sequenzierten Proben von Melitaea didyma (Kimura 2-Parameter, konstruiert
mit MEGA 6; cf. Tamura et al. 2013). Datenquelle: BOLD.



0.005=0,5%

Austria Nordtirol 1238m
Austria Nordtirol 1238m
Austria Nordtirol 1310m
Austria Nordtirol 1310m
Italy Stdtirol 1700m
Italy Stdtirol 1700m

Austria Niederdsterreich 400m
Austria Niederdsterreich 240m
Austria Niededsterreich 300m
Austria Steiermark 350m

Lycaena alciphron gordius

Austria Oberdsterreich 680m

Lycaena alciphron alciphron

Abb. 21: Neighbor-Joining Tree zur Abbildung genetischer Distanzen der sequenzierten Proben von Lycaena alciphron (Kimura 2-Parameter, konstruiert

mit MEGA 6; cf. Tamura et al. 2013). Datenquelle: BOLD.

Melitaea didyma (Abb. 1)

Der Melitaea didyma-Komplex ist aufgrund seines groen
Verbreitungsgebiets, der umstrittenen Taxonomie und der
schwer zu differenzierenden Arten in den letzten 20 Jahren
sowohl morphologisch (Kotesnichenko 1999, KotEsNICHENKO
etal. 2011) als auch genetisch (Pazqenkova et al. 2015,
Pazrenkova & LukHtanov 2016) eingehend erforscht worden.
PazHenkova et al. (2015) diskutieren den Status genetisch
separater Linien in Europa als mdgliche separate Arten. In
einer weiteren Studie werden die insgesamt sieben Haplo-
gruppen des M. didyma-Komplexes jedoch tentativ als
weitgehend allopatrisch verbreitete Unterarten bewertet,
mit Nachweisen von vier Unterarten in Europa (Abb. 19-20).
In Osterreich konnten nunmehr erstmals M. d. neera fiir
Niedertsterreich nachgewiesen und M. d. didyma fiir Vor-
arlberg und Nordtirol bestatigt werden. Eine weitere von
PazHenkova et al. (2015) sowie PazHenkova & LukHTanov (2016)
nicht bearbeitete Unterart mit Vorkommen siidlich der Alpen
auf der Italienischen Halbinsel, in Stidfrankreich und Slowe-
nien sowie nach unseren Untersuchungen auch in Kérnten
und der Steiermark, ist namentlich noch nicht sicher fixiert.

Melitaea cinxia

Die genetische Auswertung von Melitaea cinxia-Barcodes
aus dem gesamten Verbreitungsgebiet hat gezeigt, dass
diese Art eine deutliche phylogeografische Struktur auf-
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weist (WaHLsere & SaccHeri 2007). Die genannten Autoren
separieren die Haplotypen in eine stark divergente nordafri-
kanische Linie (Marokko) sowie einen westlichen (lberische
Halbinsel, Frankreich, Italien und die Isle of Wight), 6stlichen
(Zentralschweden, Finnland bis nach Nordwestchina und
Nordiran) und zentralen (Mitteleuropa, von Stidschweden
tiber Norditalien bis in Tiirkei und den Libanon) Cluster. Die
Sequenzen aus dem nérdlichen und stidwestlichen Nieder-
osterreich sowie aus dem Burgenland und Stidkarnten geho-
ren zum Ostlichen, jene aus dem dstlichen Niederdsterreich
zum zentralen, und jene aus Nordtirol und dem mittleren
Karnten zum westlichen Cluster.

Abb. 22: Eine oder gar zwei Arten — das ist eine der ungeldsten Fragen
beim Violetten Feuerfalter (Lycaena alciphron). Foto: Peter Buchner.



Lycaena alciphron (Abb. 22)

Der Violette Feuerfalter (Lycaena alciphron) wird in Mittel-
europa in zwei phanotypisch gut differenzierte Unterarten
untergliedert. Die Nominatunterart sowie die ssp. gordius.
DNA-Barcode Daten aus Osterreich clustern signifikant
unterschiedlich (Abb. 21). Dies unterstiitzt das Vorliegen
von zwei Taxa, deren taxonomischer Status tiberpriifungs-
bediirftig erscheint. Der NJ-Tree wurde ausschlieRlich

mit mitteleuropdischen Sequenzen erstellt, im gesamt-
europdischen Vergleich findet man in Spanien noch einen
dritten Cluster.

4. DISKUSSION

DNA-Barcoding gewinnt in Mitteleuropa durch mehrere
nationale Forschungsvorhaben wie ABOL (Austrian Barcode
of Life) oder GBOL (German Barcode of Life) zunehmend an
Bedeutung fiir eine genetisch gesicherte Artbestimmung.
Diese basiert wesentlich auf der weitgehenden Kongruenz
molekularer Ergebnisse und diagnostisch-morphologischer
Merkmale. Die Ubereinstimmung wurde bei Schmetterlingen
fur groRe Artenzahlen mehrfach belegt (Hausmann et al.
2011, Huemer & Hesert 2015, 2016) und scheint in der Ord-
nung (iberdies weitgehend unabhéngig von geografischen
Distanzen der Proben zu sein (Lukxtanov et al. 2009, Huemer
et al. 2014, Mutanen et al. 2012). Eine &hnlich groRe Erfolgs-
rate in der zweifelsfreien Determination gilt aber auch fiir
viele andere Insekten wie z. B. Hautfltigler (SchmioT et al.
2015), Kafer (HenpricH et al. 2015), Netzfliigler (MoriniERE
2014) sowie weitere Tiergruppen wie z. B. Wirbeltiere
(Knesesseraer et al. 2014). In allen genannten Studien wur-
den aber auch ungeklarte Inkongruenzen gefunden, vielfach
kryptische Diversitdt (Raurach et al. 2015).

Die Tagfalter Osterreichs machen sowohl beziiglich gene-
tisch basierter Bestimmungs-Erfolgsrate als auch in Hinblick
auf mdgliche versteckte kryptische Diversitat grundsatzlich
keine Ausnahme. Insgesamt lassen sich 180 von 212 Arten
(84,9 %) zweifelsfrei mit DNA-Barcodes determinieren. Das
scheint auf den ersten Blick ein ausgezeichneter Wert, er ist
allerdings deutlich niedriger als in taxonomisch umfassen-

deren Studien der mitteleuropdischen Schmetterlingsfauna
wie bei Groschmetterlingen Bayerns mit diagnostischen
Barcodes fiir etwa 99 % des Artenbestandes (HausmaANN
etal. 2011). Auch Huemer & Hesert (2016) fanden fiir 2563
Schmetterlingsarten des zentralen Alpenraumes ebenfalls
nur bei 43 Arten Barcode-Sharing bzw. bei weiteren 41 Arten
geringe Divergenzen. Insgesamt liegt der Anteil an sicher
durch Barcodes bestimmbaren Arten in dieser Studie bei
etwa 97 % und somit ebenfalls signifikant hther als die Bar-
code Performance bei 8sterreichischen Tagfaltern. Ahnlich
deutlich weichen die Erfolgsaussichten bei Bestimmung mit-
tels BIN ab. Wahrend Huemer & Hesert (2016) bei 2442 Arten
aus Tirol und Siidtirol fiir 95,2 % eine sichere Determination
tiber BINs vermerken, sind es in unserer Studie lediglich
77,4 % des Artenbestandes, die sich tber BINs zweifelsfrei
einer Art zuordnen lassen.

Die Ursachen fiir diese Diskrepanzen kénnten einerseits

in einer teilweise ibersplitteten Taxonomie bei Tagfaltern
liegen, wie beispielsweise die umstrittenen Artenpaare
Phengaris alcon/Phengaris rebeli und Coenonympha gar-
detta/ Coenonympha darwiniana. Die weit fortgeschrittene
integrativ-taxonomische Bearbeitung vieler Tagfalter mit
gut begrtindeter Abgrenzung phylogenetisch junger und
genetisch mittels DNA-Barcodes nicht differenzierter Arten,
beispielsweise im Erebia tyndarus-Artenkomplex, deutet
aber eher darauf hin, dass in anderen weniger bekannten
Schmetterlingsgruppen mit erheblicher versteckter Diversitat
zu rechnen ist.

Allerdings finden sich auch trotz der weit fortgeschritte-
nen Taxonomie selbst bei den Tagfaltern Osterreichs noch
erstaunliche Falle ungeklarter genetischer Vielfalt. Sie
spiegelt bei mehreren Arten mit groRRer Wahrscheinlichkeit
phylogeografische Muster wider, wenn nicht sogar krypti-
sche Diversitat. Eindrucksvolle Beispiele finden sich unter
anderem innerhalb der héchst umstrittenen Arten Melitaea
didyma, Melitaea cinxia und Melitaea varia oder auch
Parnassius mnemosyne. Weitere umfassende integrative
Studien werden ndtig sein, um einen Konsens zur taxonomi-
schen Bewertung dieser Vielfalt zu erreichen.

Abgesehen von maglicher kryptischer Diversitét kénnen
auch andere Szenarien ursdchlich fiir die nachgewiesenen
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genetischenen Muster verantwortlich sein. So wurden die
mdglichen Auswirkungen von endosymbiotischen Parasiten
nicht berlicksichtigt. Hier ist vor allem auf das Bakterium

Wolbachia hinzuweisen, welches verschiedenste Auswirkun-

gen auf das Sexualverhalten und auf die genetische Struktur
der jeweiligen Wirtsart haben kann. Ein Beispiel hierfir ist
der selektive sweep, welcher zu geringer genetischer Diver-
sitat fiihren kann (Granam & Witson 2012, RavcHoupHURY et al.
2010). Wolbachia kann aber auch mittels cytoplasmatischer
Inkompatibilitdt zu deep splits flihren, auch Hybridisation
kann durch Wolbachia-Befall ermdglicht werden (WErRen
etal. 2008).

5. DANK

Besonders herzlicher Dank fiir die materielle und immate-
rielle Unterstiitzung des Forschungsprojektes geht an
Blihendes Osterreich — REWE International gemeinniitzige
Privatstiftung, insbesondere an den Vorstand sowie an

den Geschaftsfihrer Mag. Ronald Wiirflinger. Dariiber
hinaus wurden etliche Praben im Rahmen unterschiedlicher
Forschungsprogramme sequenziert. Dank fiir Férderungen
ergeht hier vor allem an die Autonome Provinz Bozen — Stid-
tirol, Abteilung Bildungsfdrderung, Universitat und Wissen-
schaft (Projekte ,Erstellung einer DNA-Barcode-Bibliothek
der Schmetterlinge des zentralen Alpenraumes — Autonome
Provinz Bozen — Stidtirol; Land Tirol” bzw. , Genetische Art-
abgrenzung ausgewahlter arktoalpiner und boreomantaner
Tiere Siidtirols”), das Bundesministerium fir Wissenschaft,
Forschung und Wirtschaft (Projekt ABOL — Austrian Barcode
of Life) und die inatura — Erlebnis Naturschau Dornbirn.
Besonderen Dank schulden wir dem groRartigen Team

des Canadian Centre of DNA-Barcoding (Guelph, Ontario,
Kanada) sowie dem BOLD Management & Analysis Sys-
tem und Genome Canada (Ontario Genomic Institute) fiir
Sequenzierungen und deren Co-Finanzierung im Rahmen des
iBOL-Projektes sowie Datenbankanalysen. Sequenzanalysen
wurden durch Finanzmittel von Genome Canada tiber das
Ontario Genomics Institute als Unterstiitzung des Internatio-
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