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Abstract

DNA-Barcoding ist eine Methode zur Artbestimmung, oder Identifikation, basierend auf
einem Markergen, dessen Sequenz als Barcode genutzt und einer Art zugewiesen wird.
Dies geschieht meist basierend auf Sequenzunterschieden im mitochondrialen Gen COI.
Die Artidentifikation basierend auf solchen Sequenzen bietet viele sinnvolle
Anwendungsmoglichkeiten. Viele Limitationen in der praktischen Anwendbarkeit zur
Artbeschreibung sind vor allem bei jungen und nahe verwandten Arten bekannt. Eine
Artbeschreibung basierend auf Barcodesequenzen findet trotzdem statt. Haufig wird
eine integrative Anwendung im Zusammenspiel mit anderen Merkmalen, die der
Artbestimmung dienen konnen, wie beispielsweise der Morphologie als Losung fiir die
Probleme des Barcodings genannt. Zunachst wird erlautert, warum sich COI in der
Theorie gut fir eine Identifikation und Abgrenzung zwischen verschiedenen Arten
eignet und wie sich eine Artabgrenzung basierend auf diesem Gen gestaltet. Danach
werden einige Situationen erldutert, in denen eine Anwendung von Barcoding zu
anderen Arten fiihrt, als durch eine Abgrenzung basierend auf klassischen
diagnostischen Merkmalen zu erwarten ware. Dies ist beispielsweise bei Buntbarschen
der grofden ostafrikanischen Seen und Arthropoden haufig der Fall. Am Ende werden die

gewonnenen Erkenntnisse in Bezug auf Artkonzepte diskutiert.
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Einleitung

Was ist eigentlich eine Art und wie definiert man sie? Wahrend des Bachelorstudiums
dachte ich, dass sich diese Frage sehr einfach beantworten lasst. Eine Art war fiir mich
eine Gemeinschaft von Tieren, die sich sexuell fortpflanzen und dabei fruchtbare
Nachkommen zeugen kénnen, ganz wie es das biologische Artkonzept vorgibt. Als ich
dann zum Ende des Studiums auf eine Ausschreibung fiir eine Bachelorarbeit zum
Thema DNA-Barcoding, ausgeschrieben von Herrn Professor Dr. Kunz stief3, auf die mich
freundlicherweise ein Kommilitone aufmerksam gemacht hatte, war es dann notwendig
iber diese Fragen etwas genauer nachzudenken. Interessanterweise war in der
Ausschreibung auch die Rede von der Moglichkeit das Thema anhand von
ostafrikanischen Cichliden zu untersuchen und da mir diese aufgrund meines Hobbys
der Aquaristik durchaus bekannt waren, stief} das Thema bei mir auf besonders grofdes
Interesse. Da sich das Thema der ausgeschriebenen Bachelorarbeit mit dem ebenfalls
vom Herrn Professor Kunz angebotenen V-Modul V446 "Grundlagen der Biodiversitat
und Evolution" thematisch teilweise iberschnitt, entschied ich mich dafiir, mich auf die
Bachelorarbeit und um einen Platz fiir das V-Modul zu bewerben. Im Rahmen des in
Ungarn stattfindenden Moduls setzten wir uns dann im Rahmen verschiedener
Seminarvortrage mit unterschiedlichen Fragen rund um Artkonzepte und Artentstehung
auseinander und ich bemerkte, dass sich diese Frage wahrscheinlich auch fiir das Dna-

Barcoding gar nicht so einfach beantworten lasst.

Im Anbetracht des aktuellen Artensterbens (Ceballos et al. 2015) bringt die Anwendung
der von Hebert et al. vorgeschlagenen Methode des DNA-Barcodings, einer Methode zu
Artbestimmung basierend auf der Akkumulation von Punktmutationen im
mitochondrialen Cytochrom-C-Oxidase Gen (COI) zur Bestimmung der Biodiversitat
viele Vorteile mit sich (Hebert et al. 2003b; Hebert et al. 2004). DNA-Barcoding erweist
sich zum Beispiel bei der Aufklarung der Artzugehorigkeit von schwer identifizierbaren
Larvenstadien als hilfreich (Ward et al. 2009; Kéhler et al. 2022) und erméglicht so eine
schnelle Erfassung der Biodiversitit, ohne auf die Erfahrung von klassische Taxonomen
angewiesen zu sein (Hebert et al. 2003a). Dabei wird DNA-Barcoding heute sowohl zur

Identifikation von Arten basierend auf ihrer COI-Sequenz, als auch als Methode zur
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Abgrenzung zwischen Arten und sogar fiir die Beschreibung und Entdeckung von neuen
Arten ohne, oder nur mit minimaler Riicksichtnahme auf weitere diagnostische
Merkmale genutzt (Meierotto et al. 2019; Sharkey et al. 2021). Eine Beschreibung von
Arten basierend auf mitochondrialen Markern wird aufgrund des Fehlens von
diagnostischen Merkmalen kritisiert, wobei oft eine integrative Anwendung, also eine
Kombination von DNA-Barcoding mit anderen Merkmalen wie beispielsweise der
Morphologie als Losung dieses Problems der Artbestimmung dargestellt wird (Breman
et al. 2016; Ahrens et al. 2021). Die genaue Kommunikation der Art ist fiir die
wissenschaftliche Arbeit wichtig und notwendig. Basierend auf mitochondrialen
Markern werden viele verschiedene Methoden unter der Bezeichnung DNA-Barcoding
angewendet. Dies betrifft sowohl genetischen Marker (Trivedi 2020) ,als auch das
genaue Vorgehen zur Artabgrenzung (Yeo et al. 2020; DeSalle und Goldstein 2019). Zu
beachten ist, dass in dieser Arbeit vor allem auf die Nutzung des Markers COI und nicht
auf die einzelnen Methoden eingegangen wird, auch wenn die Grundprinzipien erlautert
werden. Vor- und Nachteile der einzelnen Methoden abzudecken wiirden den Rahmen
dieser Arbeit sprengen und sind Thema anderer Ubersichtsarbeiten (Meier et al. 2005;
DeSalle und Goldstein 2019; Yeo et al. 2020). Ziel dieser Arbeit ist es am Ende eine
Diskussionsgrundlage dariiber zu schaffen, ob es sinnvoll ist DNA-Barcodes zur
Beschreibung von Arten anzuwenden, oder ob Barcoding im Endeffekt als ein weiteres
Artkonzept betrachtet werden sollte, dessen Nutzung kontextabhangig sinnvoll sein
kann und, ob die Artbeschreibung durch Barcoding eine Losung fiir das Speziesproblem
sein kann. Dabei konnte ich herausfinden, dass auch DNA-Barcoding nicht in jedem

Kontext zur sinnvollen Artabgrenzung fiihrt.
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Theorie des DNA-Barcoding

Prinzipiell basiert die Abgrenzung zwischen zwei Arten beim Barcoding auf
Sequenzunterschieden in der Sequenz des Gens COI. Dabei wird zwischen Arten
unterschieden, sobald eine ausreichende genetische Distanz erreicht wird. Dies basiert
auf der Annahme einer konstanten Mutationsrate, welche zur Akkumulation von
Punktmutationen in COI fiihrt (Hebert et al. 2003a). Als Beispiele sind hier eine
Abweichung von 3 % zur Speziesdiagnose bei den Lepidoptera (Hebert et al. 2003a),
oder 10x der durchschnittlichen intraspezifischen Abweichung anzufiithren (Hebert et al.
2004), wobei davon ausgegangen wird, dass diese intraspezifische Distanz selten 2 %
tibersteigt (Ratnasingham und Hebert 2013). Verschiedene mitochondriale Marker
werden fiir die Abgrenzung zwischen Arten verwendet, wobei beim Barcoding meist die
Rede von COl ist. Die Verwendung mitochondrialer Markergene hat viele Vorteile.
Mutationen kénnen sich zum Beispiel schnell fixieren (Kunz 2018). Normalerweise liegt
in jeder Zelle eine grofde Zahl an Mitochondrien und somit auch eine grofde Zahl
mitochondrialer Genome vor. Wenn Mutationen innerhalb eines der mitochondrialen
Genome auftreten, ware diese Zelle heteroplasmisch, da innerhalb der Zelle
verschiedene mitochondriale Genome vorliegen. Allerdings liegen innerhalb eines Tieres
eine grofde Anzahl von Zellen, mit einer grofen Zahl von Mitochondrien vor. Mutationen
miissen also fixiert werden, um diese zur Artabgrenzung nutzen zu kénnen. Mutationen
werden schnell im mitochondrialen Genom fixiert, da sich die Anzahl der Mitochondrien
in den Urkeimzellen, noch bevor sie sich zu Ureizellen differenzieren, auf ca. 40
Mitochondrien pro Zelle reduziert. Somit werden durch genetischen Drift Mutationen
fixiert (Avise et al. 1987; Aretz und Ganten 2008; Kunz 2018). Weitere Vorteile liegen
darin, dass keine Rekombination stattfindet, Introns fehlen und Insertionen und
Deletionen selten vorkommen (Saccone et al. 1999; Trivedi 2020). Mitochondriale
Marker mutieren im Vergleich zu den meisten nukledren Markergenen zudem schneller
(DeSalle et al. 2017). Neben COI werden noch andere mitochondriale Gene wie
Cytochrom b, ND1 oder ND2 genutzt, wobei diese unterschiedliche Mutationsraten
aufweisen. Cytochrom b und ND1 mutieren beispielsweise schneller als COI (Lynch und
Jarrell 1993). Mitochondriale Gene werden im haploiden Modus maternal
zytoplasmatisch vererbt, also nur von der Mutter an die Nachkommen weitergegeben

(Saccone et al. 1999). Die Anwendung von COI als Marker basiert genau genommen auf
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der Nutzung der Folmer Region, einer ca. 650bp langen Region am 5‘ Ende des
mitochondrialen Gens, welches die Untereinheit I des Cytochrom-C-Oxidase Gens (COI)
codiert (Folmer et al. 1994). Sequenzen fiir COI sind liber Datenbanken wie BOLD
(Ratnasingham und Hebert 2007), oder GenBank (Benson et al. 2013) zu beziehen. Auch
andere nicht mitochondriale Markergene werden unter der Bezeichnung DNA-
Barcoding fiir dhnliche Zwecke genutzt, allerdings wird sich in dieser Arbeit nur mit COI
oder anderen mitochondrialen Markergenen auseinandergesetzt, da diese ahnlichen
Limitationen unterliegen. Zwischen der Verteilung der intraspezifischen und
interspezifischen genetischen Distanz zur nachsten verwandten Art liegt haufig die
sogenannte Barcode Gap(Abbildung1l), ein genetischer Distanzbereich, in dem keine,
oder kaum Sequenzen zwischen zwei vermuteten Barcodearten liegen (Meyer und
Paulay 2005). Die Barcodegap entspricht also einer Liicke zwischen der
durchschnittlichen intraspezifischen und interspezifischen genetischen Distanz

(Abbildung 1).

Schematische Darstellung einer Barcode Gap zwischen zwei
Barcodearten

Barcode Gap

Anzahl der Individuen

—>

Genetische Distanz
c—rt A e—Art B

Abbildung 1: Schematische Darstellung der genetischen Distanz innerhalb und zwischen zwei Arten.
Rot stellt die Verteilung der intraspezifischen COI-Sequenzen von Art A dar, griin entsprechend die
der nachsten verwandten Art B. Dazwischen liegt die sogenannte Barcode Gap, in diesem
Distanzbereich zwischen Art A und Art B befinden sich keine (oder nur kaum) Individuen. Eigene
Darstellung. In Anlehnung an Meyer und Paulay (2005)
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Die Existenz und Nutzung dieser Gap ist dabei nicht unumstritten (Wiemers und Fiedler
2007), sie wird aber dafiir genutzt, um Arten abzugrenzen (Blagoev et al. 2016).
Insgesamt werden eine grofde Anzahl an Methoden genutzt, um Spezies liber COI
abzugrenzen, wobei nicht alle Methoden auf einem Schwellenwerten basieren (Meier et
al. 2005; DeSalle und Goldstein 2019; Yeo et al. 2020) So finden auch Methoden
Anwendung, welche auf der Rekonstruktion phylogenischer Biume basieren, wie zum
Beispiel Maximum parsimony und Neighbor joining Algorithmen (DeSalle und Goldstein
2019). Die Nutzung unterschiedlicher Methoden zur Artabgrenzung durch
Barcodsequenzen gewinnen dabei nicht immer dieselbe Zahl an Spezies (Ratnasingham
und Hebert 2013; Breman et al. 2016). Zumeist werden jedoch distanzbasierte
Methoden genutzt (DeSalle und Goldstein 2019) Insgesamt finden verschiedenen
Methoden heute breite Anwendung (Meier et al. 2005; Breman et al. 2016; Klopfstein et
al. 2016; DeSalle und Goldstein 2019; Suchackova Bartoniova et al. 2021; Decru et al.
2022). Innerhalb der von Hebert und Ratnasingham etablierten Plattform BOLD, tiber
die auch COI-Sequenzen bezogen werden kdnnen, wird zum Beispiel ein
algorithmusbasiertes Verfahren (Refined Single Linkage Analysis (RESL)Abbildung 2)
genutzt, um basierend auf der genetischen Distanz mutmafliche Spezies zu generieren,
sogenannte ,Operational Taxonomic Units“, welche sich aus vielen einzelnen
mitochondrialen Barcodesequenzen einzelner Tiere zusammensetzten. Eine OTU
entspricht also im Grunde einer Sammlung von Barcodesequenzen verschiedener
Individuen einer vermuteten Art. Sind sich diese Sequenzen ahnlich genug, so werden
sie zu einer hypothetischen Art zusammengefasst, welche dann einer OTU entspricht.
OTUs konnen auch nach anderen Kriterien erstellt werden. Diese OTUs basierend auf
Barcodesequenzen korrelieren haufig mit ,tatsachlichen Arten“(Ratnasingham und
Hebert 2013). Andere Moglichkeiten sind unter anderem die ebenfalls auf einer Barcode
Gap basierende Methoden Automatic Barcode Gap Discovery (Puillandre et al. 2012),
oder Methoden, welche auf der Erstellung phylogenetischer Biume mithilfe von COI

basieren (Meier et al. 2005; DeSalle und Goldstein 2019).
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Artidentifikation und Abgrenzung

Zunachst konnen Sequenzen unbekannter Tiere mithilfe von Datenbanken solchen
Arten zugeordnet werden, fiir die COI-Sequenzen hinterlegt sind. Dies geschieht in der
Regel iiber drei verschiedene Verfahren Best Match, Best Close Match und All Species

Barcode.

Unter Anwendung des Best Match Verfahrens werden Barcodesequenzen unbekannter

Tiere zur dahnlichsten Sequenz innerhalb einer Bibliothek zugeordnet.

Beim Best Close Match Verfahren (BCM) werden Sequenzen, welche von unbekannten
Tieren gewonnen wurden, den nachstbesten innerhalb einer Sequenzbibliothek bei
ausreichender Ahnlichkeit zugeordnet. Diese Ahnlichkeit muss dabei innerhalb eines
Schwellenwerts liegen. Dieser kann zuvor auf einen festen Schwellenwert festgelegt
werden, oder aber durch das Plotten der intraspezifischen gegen die interspezifische
genetische Distanz ermittelt werden (Blagoev et al. 2009; Meier et al. 2005), wobei auch
andere Verfahren angewendet werden, um eine mogliche Barcodegap zu
ermitteln(Breman et al. 2016). Unter Anwendung des All Species Barcode Verfahrens
werden Barcodesequenzen, welche innerhalb eines Schwellenwertes liegen, der
Ahnlichkeit nach zum Barcode des unbekannten Tieres aufgelistet (Meier et al. 2005).
Auch bei der Artidentifikation sind jedoch viele verschiedene Verfahren in Nutzung

(Tabelle 1).

Das andere Anwendungsgebiet ist die zuvor beschriebene Abgrenzung zwischen Arten
basierend auf Sequenzunterschieden, welche auch als diagnostisches Merkmal fiir die

Beschreibung neuer Arten genutzt wird (Sharkey et al. 2021)
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Tabelle 1: Ubersicht der verschiedenen Methoden, die zur Artabgrenzung genutzt werden (DeSalle
und Goldstein 2019).

Iree-based

Trea-indapendent

Character-explicit

MP, ML, BPP BEAST
CAOS? . PTPS and

bPTPS GMYCH

Protein-coding
Sequences
Quality
Filters

Hidden Markov Model
Alignment

v

Single Linkage
Clustering

I - I -
Markov Markov
Clustering Clustering

£
Markov
Clustering

Silhouette
Criterion

Silhouette
Criterion

Silhouette
Criterion

Distance-based

NJ*, minimum evolution

BCG, BIN®, BLAST/
STRUCTURE®; PCA? (principal
components) ABGD'?
automated BCG discovery),
RAPs!!

Abbildung 2: Schema des RESL Algorithmus Quelle (Ratnasingham und Hebert 2013)
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Verschiedene Prozesse wie Incomplete Lineage Sorting und Hybridisierung konnen dazu
fithren, dass Barcodingarten nicht unbedingt, mit aktuell validen Spezies (Beispielsweise
Morphospezies) libereinstimmen. Mit validen Spezies sind dabei Arten gemeint, bei
denen ein allgemeiner Konsens iiber die Klassifizierung herrscht. Dabei ist zu beachten,

dass unterschiedliche Artdefinitionen zu unterschiedlichen Arten fiihren.

Akkumulation von Mutationen

Ein Faktor, der fiir eine Nutzung von mitochondrialen Markergenen zur Entdeckung von
Arten spricht, ist, dass Punktmutationen in diesen schnell fixiert werden. Mutationen
haben verschiedene Ursachen wie Fehler bei der Replikation, mutagene Substanzen,
oder Strahlung. Verschiedene genetische Marker haben dabei unterschiedliche
Mutationsraten. Geht man davon aus, dass Arten anhand von Sequenzunterschieden in
COI unterscheiden will, dann bedeutet dies, dass geniigend Zeit vergangen sein muss,
damit sich eine ausreichende Anzahl an Mutationen ansammeln kann. Bei evolutionar
jungen Arten kann es dann vorkommen, dass diese anhand verschiedener Kriterien als
unterschiedliche Arten identifiziert werden kénnen, wobei kaum, oder nur geringe
Unterschiede im Barcode vorliegen. Eine Artidentifikation, oder Abgrenzung ist dann in

solchen Fillen anhand des Barcodes nicht méglich.

Incomplete Lineage Sorting

Incomplete Lineage Sorting (Abbildung 3 und 4) ist eine Bezeichnung fiir Falle, bei
denen die Aufspaltung einer Art nicht gleichzeitig mit einer Veranderung der Gene
einhergeht. Ein Gen kann vor der Aufspaltung einer Art beispielsweise durch
Mutationen in mehreren Varianten vorliegen. Solche Zustande werden als
Polymorphismus bezeichnet. Ein Phylogenetischer Baum, welcher anhand von Genen
wie COI aufgestellt werden kann, muss also nicht die tatsachlichen verwandtschaftlichen
Verhéltnisse der Arten widerspiegeln. Unterschiede in der in mitochondrialen Genen
konnen sich also zu anderen Zeitpunkten in der evolutiondren Geschichte der Arten

etablieren als andere Merkmale. Incomplete Lineage Sorting wird haufig als eine
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mogliche Limitation des DNA-Barcodings aufgefiihrt (Breman et al. 2016; Ahrens et al.
2021) und betrifft vor allem die Abgrenzung junger Arten, da eine iibereinstimmende
Abgrenzung zwischen Reproduktionsgemeinschaften und Barcodingarten durch Lineage

Sorting erst nach ca. 4 Millionen Generationen erreicht wird (Hickerson et al. 2006)

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Incomplete Lineage Sorting. Wenn G1 dem
mitochondrialen Gen COl entsprechen wiirde, so wiirden sich in diesem Beispiel Art A und Art B, als
naher verwandte Arten darstellen und evtl. sogar die gleichen mitochondrialen Gene teilen, wobei
eigentlich Art B und Art C Schwestergruppen darstellen. GO stellt hier die urspriingliche Version des
Gens dar, G1 die Version nach dem Auftreten von Mutationen Quelle (Peter Coxhead)
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Tree 2 Genealogy

ncestral
Polymorphism A

Incomplete Dmel Dere
Sorting Dyak

Polymorphisms
Maintained Btwn
Speciation Events

Dmel Dere Dyak Dana

Abbildung 4: Unterschiede der tatsachlichen Verwandtschaft und der genealogischen Art.
Quelle (Pollard et al. 2006)

Introgressive Hybridisierung

Introgression bedingt durch introgressive Hybridisierung beschreibt den Prozess, bei
dem Gene durch Hybridisierung und Riickkreuzung von einer Art auf eine andere Art
libertragen werden. Introgression spielt in der evolutiondaren Geschichte vieler Arten
eine Rolle (Breman et al. 2016) und kann fiir eine Steigerung der genetischen Diversitat
und Fitness sorgen. Dies ist zum Beispiel der Fall, wenn adaptive Introgression
stattfindet. Ein bekanntes Beispiel hierfiir sind die Schmetterlinge der Gattung
Heliconius. Bei diesen handelt es sich um fiir Pradatoren iibelschmeckende
Schmetterlinge. Das Verbreitungsgebiet einzelner Arten erstreckt sich von
Mittelamerika bis in den Stidwesten Stidamerikas, wobei innerhalb einer Art
standortabhangig verschiedene Farbvarianten vorzufinden sind. Mehrere
Heliconiusarten mit den gleichen Farbmustern leben dabei sympatrisch nebeneinander
und ahmen einander die Farbmuster nach, da diese Farbmuster eine abschreckende
Wirkung auf diese Pradatoren haben. Sie bieten also selektive Vorteile. Die Farbmuster
werden durch Gencluster gesteuert. Das Auftreten der gleichen Muster in verschiedenen
Arten lasst sich durch einzelne Hybridisierungsereignisse zwischen den Arten erklaren
(Pardo-Diaz et al. 2012).

Auch die zytoplasmatische Vererbung von Endosymbionten, wie sie bei Arthropoden
erfolgen kann, fithrt méglicherweise zu Fitnessvorteilen durch Hybridisierung und

konnte eine Introgression mitochondrialer Gene erméglichen (Hughes und Rasgon
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2013; Cong et al. 2017). Daneben kénnen auch raumliche Faktoren Hybridisierung und
Introgression begiinstigen (Salzburger 2018). Fiir die Anwendung von DNA-Barcoding
zur Artabgrenzung sind all diese Prozesse deshalb problematisch, da mitochondriale
Gene maternal zytoplasmatisch vererbt werden, somit konnen Hybridisierung und
Introgression von mitochondrialen Genen dazu fithren, dass sich die gleichen Sequenzen
in mehreren Arten nachweisen lassen (Nevado et al. 2009; Suchackova Bartonova et al.
2021) (Abbildung 5), oder aber mehrere mitochondriale Linien in einer Art nachweisbar
sind (Cong et al. 2017). Eine Unterscheidung zwischen diesen Arten ist dann basierend
auf mitochondrialen Sequenzen nicht sinnvoll méglich. Mitochondriale Marker sind in

diesen Fallen sowohl zur Identifikation, als auch zur Artabgrenzung ungeeignet.

Abbildung 5: Eine Ubertragung des Gens G1 hat hier bedingt durch Introgression von Art B auf Art A
stattgefunden. Aufgrund des identischen Barcodes wiirde man diese Arten als konspezifisch deuten.
Quelle (Peter Coxhead)
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Cichliden

Viele der Limitationen, welche eine sinnvolle Artabgrenzung und Identifikation anhand
von mitochondrialen Markern erschweren, lassen sich anhand von Buntbarschen
(Cichlidae) der grofden ostafrikanischen Seen verdeutlichen. Dem Tanganjika, Malawi,
Edward und Victoria -See ist gemein, dass Cichliden die Fauna dominieren, was auf
explosive adaptive Radiation zurtickzufiihren ist (Turner 2007; Breman et al. 2016;
Salzburger 2018; Konings 2019; Decru et al. 2022). Die Abgrenzung zwischen einzelnen
Arten gestaltet sich aufgrund verschiedenster Faktoren schwierig, dies betrifft nicht nur
eine Unterscheidung basierend auf genetischen Markern, sondern auch auf anderen
Kriterien, wie der 6kologischen Nischen, oder Reproduktionsgemeinschaften
(Salzburger 2018). Zwei Studien setzten sich direkt mit der Anwendung von DNA-
Barcoding basierend auf der Nutzung von COI bei Cichliden der grofden afrikanischen

Seen auseinander (Breman et al. 2016; Decru et al. 2022).

Edwardsee

Decru et al. (2022) setzten sich mit der Identifikation und Artabgrenzung von Fischen,
bei denen es sich iiberwiegend um Cichliden aus dem Edwardsee handelt, auseinander.
Insgesamt konnten sie 624 Barcodesequenzen von 31 Arten gewinnen. Sie erzielen in
ihrer Studie eine hohe Erfolgsquote bei der Artidentifikation von Fischspezies mithilfe
einer Referenzbibliothek und der drei Verfahren BM (98,2 %), BCM (97,9 %) und ASB
(95,0 %). Allerdings wurden Spezies der Gattung Haplochromis aus den Daten zur
Artidentifikation rausgerechnet, da bei Cichliden dieser Gattung eine sehr geringe

intraspezifische genetische Distanz von durchschnittlich nur 0,8 % vorliegt.

Bei der Artabgrenzung wurde in dieser Studie das wahrscheinlichkeitsbasierte
Maximum Likelihood Verfahren genutzt, wobei alle Sequenzen mit einer
Barcodedifferenz unter 2 % zu einer Art zusammengefasst werden. Hier werden auch
die Sequenzen der Haplochromini berticksichtigt und somit 696 Barcodes von 66
validen Arten ausgewertet. Dabei stimmten die durch das Barcoding gewonnenen Arten

grofdtenteils mit den validen Arten liberein, wobei 35 morphologisch unterscheidbare


Kunz
Hervorheben

Kunz
Hervorheben

Kunz
Hervorheben


Arten der Gattung Haplochromis in drei Kladen zusammengefasst wurden, was sich
durch die geringen Unterschiede in der Barcodesequenz erklaren lasst. Aufderdem
konnten Decru et al. (2022) feststellen, dass zwei Killifische Micropanchax
vitschumbaensis (Abbildung 6) und Laciris pelagicus (Abbildung 7) die gleiche
Barcodesequenz besitzen. Diese wurden im ML-Baum (Abbildung 8) ebenfalls zu einer
Klade zusammengefasst. Als mogliche Ursache fiir die geringen Sequenzunterschiede
machen Decru et al. (2022) fiir die Cichliden der Gattung Haplochromis das junge Alter
der einzelnen Arten und bei M. vutschumaensis und L. pelagicus entweder
Hybridisierung und Introgression, oder eine ebenfalls erst kiirzlich erfolgte Abspaltung

der Arten verantwortlich.

Abbildung 6: Micropanchax vitschumbaensis (Syn. Lacrusticola vitschumbaenisis) Quelle: (Martin
Grimm/Fishbase.se)



Abbildung 7: Laciris pelagica

M. vitschumbaenisis und L. pelagica sind morphologisch unterscheidbar, jedoch nicht anhand ihrer
Barcodes (Decru et al. 2022). Quelle (Uganda freshwater biodiversity portal 2023)
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Abbildung 8: Ausschnitt des ML-Baums von Decru et al. (2022). Arten wurden als solche
zusammengefasst, wenn die genetische Distanz geringer als 2 % ist. Zu erkennen ist, dass ein Grof3teil
der Cichliden der Gattung Haplochromis zu einer Klade zusammengefasst werden. Innerhalb dieser
liegt ein maximaler genetischer Unterschied von 0.8 % vor. Auch M. vitschumbaenisis und L.
pelagicus bilden eine Klade, da sie sich die Barcodesequenz teilen. Quelle (Decru et al. 2022)



Tanganjikasee

Breman et al. (2016) sortierten 398 Barcodes von 96 Morphospezies in drei

Bibliotheken, wobei diese nachfolgenden Kriterien erstellt wurden:

A=Morphospezies, B=valide Arten und C=Komplexe morphologisch ahnlicher, oder nahe

verwandter Arten.

Dies ergab fiir Bibliothek A = 96 OTUs, fiir Bibliothek B = 88 OTUs und fiir Bibliothek C =
64 OTUs.

Uber ein Best Match Verfahren konnten sie 73,73 und 96% und iiber ein Best Close
Match Verfahren zu 72,70 und 94% der jeweiligen OTUs den entsprechenden Arten
zuordnen. Diese entsprechen der Ubereinstimmung zwischen den gewonnenen OTUs

und den Arten.

Daneben setzten sie sich in ihrer Studie mit den Methoden GMYC (Pons et al. 2006) und
ABGD (Puillandre et al. 2012) zur Artabgrenzung auseinander und vergleichen die
Anzahl gewonnener Spezies unter Anwendung der Methoden ABGD und GMYC mit der
Anzahl valider Arten, wobei ABGD = 115 und GMYC = 70 hypothetische Spezies
gewinnen konnten. Dies entspricht 119,7% und 72,9% der 96 Morphospezies. Zudem
waren Breman et al (2016) in der Lage mithilfe von ABGD 72% der OTUs aus Bibliothek

A zu gewinnen, wahrend GMYC nur 36% der OTUs unterstiitze.

Viele der validen Arten konnten aufgrund der zu Beginn der Arbeit erlauterten Griinde
nicht gewonnen werden. Bei einigen Cichliden spielte Hybridisierung in der Geschichte
der Artentstehung eine Rolle. Beispiele zeigen sich bei Cichliden verschiedener Gruppen.
Durch genetische Analysen anhand verschiedener mitochondrialer Marker war zuvor
bekannt, dass Hybridisierung und Introgression zwischen verschiedenen Gattungen
stattgefunden hat. Ein solcher Fall der unidirektionalen Introgression Stellen die beiden
Cichliden Lamprologus callipterus (Abbildung 9) und Neolamprologus fasciatus
(Abbildung 10) (Nevado et al. 2009), dabei handelt es sich um morphologisch deutlich
unterscheidbare Arten. N. fasciatus weist zwei mitochondriale Linien auf, wobei eine der
Linien der von L. callipterus gleicht, was sich am wahrscheinlichsten mit
unidirektionaler Introgression erklaren ldasst. Breman et al. (2016) konnten die beiden

Arten weder Uber Best Match, noch tiber das Best Close Match Verfahren als



unterschiedliche Arten identifizieren. Auch Cichliden der Gattung Tropheus, welche
viele der Felsbiotope des Tanganyikasees bewohnen, kénnen hier als ein Beispiel
fungieren. Bei diesen war Hybridisierung bereits bekannt, wobei an den Grenzen der
Verbreitungsgebiete und bedingt durch Umwelteinfliisse zu verschiedenen Zeitpunkten
in der Geschichte der Arten Hybridisierung stattgefunden hat und weiterhin stattfindet
(Egger et al. 2007; Koblmiiller et al. 2010; Koblmiiller et al. 2011; Breman et al. 2016).
Diese konnten von Breman et al. mithilfe der ABGD Methode nicht eindeutig aufgetrennt
werden. Gleiches gilt fiir Chichliden der Gattungen Cyathopharynx und
Ophthalmotilapia, Petrochromis, sowie Perissodus und Plecodus, bei all diesen Arten ist

Hybridisierung bekannt (Breman et al. 2016).

Abbildung 9: Lamprologus callipterus

Populationen dieser Fische teilen sich ihre mitochondrialen Gene mit Lamprologus fasciatus. Die
Tiere sind morphologisch eindeutig unterscheidbar, bedingt durch Introgression finden sich bei ihnen
jedoch die gleichen Barcodesequenzen (Nevado et al. 2009; Breman et al. 2016).

Quelle (Paul Optenkamp/ Flickr.com)



Abbildung 10: Neolamprologus fasciatus
Populationen dieser Fische teilen sich ihre mitochondrialen Gene mit Lamprologus callipterus. Die
Tiere sind morphologisch eindeutig unterscheidbar. Quelle (seriouslyfish.com)

Fazit der beiden Studien

In beiden Studien wird auf dhnliche Problematiken bei der Anwendung von Barcoding
zur Identifikation und Artabgrenzung hingewiesen. Breman et al. (2016) weisen unter
anderem auf Incomplete Lineage Sorting, junge Arten und Hybridisierung hin, Decru et
al ebenfalls auf das junge Alter vieler Arten und Hybridisierung. Aufderdem muss fiir die
Speziesidentifikation eine ausreichende Menge an Referenzsequenzen, welche den
entsprechenden Arten zugeordnet wurden, vorhanden sein, um {iber einen Abgleich neu
gewonnene Sequenzen den entsprechenden Arten zuordnen zu kénnen (Breman et al.
2016; Decru et al. 2022). Bei Breman et al. zeigt sich zudem, dass verschiedene
Methoden der Artabgrenzung (ABGD und GMYC) nicht immer die gleiche Zahl an Arten
abgrenzen. Hybridisierung stellt bei Cichliden, kein seltenes Ereignis dar (Salzburger
2018). Haufig finden sich bei Cichliden zudem Ubergangsformen an den Grenzen der
einzelnen Verbreitungsgebiete der jeweiligen Arten (Nevado et al. 2011; Salzburger
2018). Bei ostafrikanischen Cichliden gestaltet sich die Abgrenzung einzelner Arten

basierend auf ganz verschiedenen Artkonzepten problematisch (Salzburger 2018).



Weitere Cichliden

Neben den im Kontext der beiden Studien erldauterten Falle finden sich auch bei
weiteren Cichliden, dhnliche, oder gleiche Barcodesequenzen. Beispielsweise wiirde sich
auch bei Tanganjikaseecichliden der Gattung Chalinochromis (Abbildung 11 und 12)
unter Anwendung eines fixen Schwellenwerts eine Unterscheidung anhand von
Sequenzunterschiede schwierig gestalten, da dieser nur 1.8 % betragt, obwohl auch hier

deutliche morphologische Unterschiede zu beobachten sind (Kullander et al. 2014).

Bei den im Victoriasee lebenden Cichliden der Gattung Pundamilia sind sympatrisch
vorkommende Populationen der Arten P. pundamilia und P. nyererei (Abbildung 13) sich
genetisch sogar dhnlicherer als geografisch getrennte Populationen der eigenen Art, was
auf Genfluss zwischen den Arten zurtickgefiihrt werden kann. Die beiden Arten
hybridisieren in triiben Gewassern, da die Farbung der Cichliden eine wichtige Rolle bei

der Partnerwahl spielt(Njiru et al. 2010; Maan und Sefc 2013; Meier et al. 2017).

Abbildung 11: Chalinochromis cyanophelps

C. cyanophelps und C. popelini stammen beide aus dem Tanganyikasee und weisen eine Barcode
Differenz von nurl.8 % fiir den Marker COI auf. Sie sind jedoch morphologisch gut zu unterscheiden.
Verschiedene Ursachen wie Intogression, oder eine erst kiirzlich erfolgte Abspaltung der Arten
kénnten dafur verantwortlich sein. Quelle (Kullander et al. 2014)



Abbildung 12: Chalinochromis popelini
C. cyanophelps und C. popelini weisen eine Differenz von nur 1.8 % fiir den Marker COI auf (Kullander

et al. 2014). Quelle (Dr. David Midgley/Wikimedia.org)

(B)‘
Abbildung 13: Populationen von P. pundamilia (A und B) P. nyererei (C und D). Die Tiere stammen
aus Gebieten, in denen triibes Wasser zu Hybridisierung zwischen den Arten fiihrt. Tiere, Tiere aus

solchen Gewassern sind sich anhand von COI ahnlicher als zur eigenen Art in klaren Gewassern
Quelle (Maan und Sefc 2013)




Wolbachia und andere Endosymbionten/Parasiten

Wolbachia und Arthropoden

Wolbachia spielt eine besondere Rolle, da hier eine Kombination mehrerer Faktoren zu
Problemen bei der Artidentifikation und Abgrenzung fiihren kénnen. Diese werden im
Folgenden erldutert. Bei Wolbachia. pipientis handelt es sich um ein gramnegatives
Alphaproteobakterium, welches der Ordnung Ricksettiales angehort und innerhalb der
der Familie der Ehrlichiaceae die einzige Art in der Gattung Wolbachia darstellt
(Taxonomy 2022; Hughes und Rasgon 2013). Wolbachia lebt obligat entweder als
Endosymbiont, oder aber parasitar in somatischen und Keimbahnzellen (Dobson et al.
1999; Resh und Cardé 2009; Hughes und Rasgon 2013; Vega et al. 2013). Trotz der
haufig parasitischen Beziehungen wird bei Wolbachia meistens von einem
Endosymbionten gesprochen. Arthropoden stellen mit ca. 80 % aller rezenten Tierarten
und schiatzungsweise insgesamt ca. 1,36-10 Millionen Arten den artenreichsten
Tierstamm (@degaard 2000; Chapman 2009). Es handelt sich bei Wolbachia um den
wahrscheinlich weltweit am weitesten verbreiteten Endosymbionten (Hilgenboecker et
al. 2008). Je nach Quelle wird davon ausgegangen, dass 20 bis iiber 60% aller
Arthropoden von Wolbachia besiedelt werden (Werren und Windsor 2000;
Hilgenboecker et al. 2008; Ros et al. 2009; Zug und Hammerstein 2012; Hughes und
Rasgon 2013). Insgesamt sind vermutlich mindestens ein Drittel aller Arthropoden mit
zytoplasmatisch vererbten Bakterien, welche wahrscheinlich Einfluss auf die Biologie
des jeweiligen Wirtes haben, infiziert (Duron et al. 2008). An Arthropoden werden
Insecta, Crustacea und Chelicerata besiedelt.(Ros et al. 2009). Auch bei Nematoden ist
bekannt, dass sie von Wolbachia besiedelt werden, allerdings sind die
Wechselwirkungen hier haufiger symbiotischer Natur (Hughes und Rasgon 2013) Durch
Hybridisierung kann Wolbachia zwischen nahe verwandten Arten verbreitet werden

(Jiggins 2003; Lorenzo-Carballa et al. 2019).
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Auswirkungen von Wolbachia auf den Wirt

Die vielfaltigen Wirkungen von Wolbachia auf seine Wirte oder Symbionten, werden
schon langer im Kontext der Speziation diskutiert (Shoemaker et al. 1999; Rokas 2000).
Viele der Auswirkungen von Wolbachia fiihren zu einer erh6hten Anzahl weiblicher
Individuen in der Population. Das Bakterium profitiert aufgrund seiner maternal
zytoplasmatischen Vererbung von einer hohen Zahl weiblicher Individuen. Die
Auswirkungen hiangen dabei auch von dem jeweiligen Wolbachiastamm ab. Aufgrund
des Erbmodus von Wolbachia konnen Auswirkungen, welche selektive Vorteile fiir
infizierte Tiere haben, auch auf deren mitochondriale-DNA wirken (Vega et al. 2013).
Ein bekannter vergleichbarer Effekt stellt das genetische Hitchhiking dar (Smith und
Haigh 1974). Die entsprechenden Auswirkungen von Wolbachia auf seine Wirte, welche
die Verteilung der mitochondrialen DNA innerhalb von Populationen durch positive

Selektion infizierter Tiere bewirken kénnten, werden im Folgenden kurz erldutert.

Durch den Male Killing Phanotyp bewirken Wolbachia und anderen zytoplasmatisch
vererbbaren Bakterien eine Abtétung von Mannchen friih in der Entwicklung. Dies fiihrt
zu einer Erhohung der weiblichen Individuenzahl, wodurch die Bakterien ihre
Verbreitung sichern. Auflerdem bewirkt Male Killing Fitnessvorteile bei infizierten
Weibchen im Vergleich zu nicht infizierten Weibchen. Diese entstehen unter anderem
durch eine Reduzierung von Geschwisterrivalitat, Kannibalismus und Inzucht (Hughes

und Rasgon 2013).

Zytoplasmatische Inkompatibilitat stellt die haufigste Wirkung von Wolbachia auf seine
Wirte dar (Hurst und Jiggins 2005). Diese fiihrt zu einer Inkompatibilitat zwischen
Spermien und Eizellen, wenn ein unpassender Infektionszustand vorliegt (Resh und
Cardé 2009), Zytoplasmatische Inkompatibilitdt kann unidirektional, oder bidirektional
vorliegen. Im Falle einer unidirektionalen zytoplasmatischen Inkompatibilitat ist eine
erfolgreiche Paarung von nicht infizierten Mannchen mit infizierten Weibchen noch
moglich. Infizierte Mdnnchen kénnen sich jedoch nur mit ebenfalls infizierten Weibchen
paaren. Dies bewirkt, dass infizierten Weibchen potenziell mehr Partner zur Verfiigung
stehen. Die bidirektionale zytoplasmatische Inkompatibilitat hingegen bewirkt, dass sich
infizierte Tiere nur dann untereinander erfolgreich fortpflanzen kénnen, wenn sie durch

kompatible Wolbachiastimme befallen werden. Tiere, welche von inkompatiblen
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Stammen besiedelt werden, konnen sich also nicht erfolgreich fortpflanzen (Rokas

2000). Wolbachia kann also zu reproduktiver Isolation fiihren (Shoemaker et al. 1999).

Weitere Auswirkungen von Wolbachia auf die Reproduktion seiner Wirte, wie die
Induzierung von Parthenogenese, Einfluss auf die Oogenese und Feminisierung
mannlicher Tiere hin zu phanotypisch weiblichen Individuen sind bekannt (Hughes und

Rasgon 2013).

Neben der Beeinflussung der Reproduktion konnten in einigen Arten auch
Fitnessvorteile durch das Zufiihren von Nahrstoffen (Hosokawa et al. 2010), oder durch
eine Steigerung der Resistenz gegeniiber bestimmten Pathogenen wie Viren, welche

durch Wolbachia verursacht wurden, nachgewiesen werden (Hedges et al. 2008).

Auswirkungen auf die Verteilung von mitochondrialen Haplotypen

Gerth et al. (2011) weisen in einer Studie eine hohe Wolbachiainfektionsrate bei
deutschen Bienen und Grabwespen nach und diskutierten in ihrer Arbeit mogliche
Bedeutungen dieser hohen Wolbachiainfektionsrate in Bezug auf die Anwendbarkeit
von DNA-Barcoding bei Arthropoden. Unter anderem vermuten sie, dass Wolbachia zu
einer Homogenisierung von mitochondrialen Haplotypen fiihren kdnnte, ausgelost
durch ,Selective Sweeps“. Solche mitochondrialen Linien konnten dann tiber

Hybridisierunge und Introgression auf andere Arten libertragen werden.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung eines ,Selective Sweeps” bedingt durch eine
Wolbachiainfektion. Gleiche Farben stellen hier denselben mitochondrialen Haplotypen dar. Nur rote
Individuen sind auch infiziert. Stehen infizierten Tieren nun mehr Partner zur Reproduktion zur
Verfligung, bspw. durch zytoplasmatische Inkompatibilitdt, oder aber es bestehen selektive Vorteile
bspw. durch Resistenzen gegeniiber Pathogenen, so ist eine verhaltnismaRig hohe Ausbreitung der
mitochondrialen Gene infizierter Tiere vorstellbar. Dies kann dazu fiihren, dass die mitochondriale
Haplotypdiversitat reduziert wird (Gerth et al. 2011; Deng et al. 2021). Eigene Darstellung in
Anlehnung an Gerth et al.(2011)
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Abbildung 15: Schematische Darstellung eines ,Selective Sweeps” mit anschliefender Introgression
bedingt durch eine Wolbachiainfektion. Gleiche Farben stellen hier denselben mitochondrialen
Haplotypen dar. Nur rote Individuen sind mit Wolbachia infiziert. Zu sehen ist die Reduktion der
mitochondrialen Haplotypdiversitat, wie sie in Abbildung 14 erldutert wurde. Findet nun
Hybridisierung zwischen nahe verwandten Arten statt, so konnte der entsprechende
Wolbachiastamm zusammen mit den entsprechenden mitochondrialen Genen von Art A auf Art B
Gbertragen werden. Falls weiterhin Fitnessvorteile bestehen, konnte eine erneuter Selective Sweep
dazu fuihren, dass sich auch in Art B die gleichen mitochondrialen Gene zusammen mit dem
entsprechenden Wolbachiastamm ausbreiten. Als Resultat waren in Art A und Art B die gleichen
mitochondrialen Gene und die gleichen Wolbachiastdmme nachweisebar (Gerth et al. 2011;
Klopfstein et al. 2016; Deng et al. 2021). Eigene Darstellung in Anlehnung an (Gerth et al. 2011).

Tatsachlich lasst sich bei vielen Arthropoden mit hoher Infektionsrate eine reduzierte
mitochondriale Haplotydiversitat nachweisen (Gompert et al. 2008; Suchackova
Bartoriova et al. 2021; Erasmus et al. 2022). So zeigt sich in einer Studie eine Reduktion

der mitochondrialen Haplotypdiversitat bedingt durch wahrscheinlich von Wolbachia
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ausgeloste Selective Sweeps bei Populationen der infizierten Pechlibelle Ischnura
elegans. Populationen in Nordeuropa, mit einer hohen Wolbachiainfektionsrate zeigen
dabei eine reduzierte Haplotypdiversitat im Vergleich zu Populationen mit einer
geringeren Infektionsrate. Der mitochondriale Haplotyp Halplo1 korreliert dabei stark
mit einem Wolbachiastamm. Die genaue Auswirkung des bei I. elegans nachgewiesenen
Wolbachiastamms wEle1 sind dabei unbekannt. . elegens und I. genei teilen sich zudem
den gleichen mitochondrialen Haplotypen, welcher ebenfalls mit einer Infektion durch
den gleichen Wolbachiastamm einhergeht. Dies spricht laut den Autoren wahrscheinlich
entweder fiir Hybridisierung zwischen den Arten, oder aber fiir eine Infektion mit

demselben Wolbachiastamm vor einer Abspaltung der beiden Arten (Deng et al. 2021).

Bei Schmetterlingen der Gattung Pseudophilotes zeigt sich ebenfalls ein Zusammenhang
zwischen der Verteilung mitochondrialer Haplotypen und Wolbachiainfektionen, wobei
sich sowohl P. b. jacuticus und P. vicrama,yxc sowie P. sinaicus und P. baton die Barcodes
teilen (Suchackova Bartoniova et al. 2021). Bei Schlupfwespen der Gattung Diplazon
fallen Wolbachiainfektion und identische mitochondriale Haplotypen, in diesem Fall der
Gene ND2 und COI, bei den morphologisch und anhand nukledrer Marker
unterscheidbaren Arten Diplazon deletus und Diplazon flixi zusammen (Klopfstein et al.
2016). Dabei halten Klopfstein et al. (2016) Wolbachia als Ausloser fiir die Introgression
mitochondrialer Sequenzen zwischen den beiden Arten aufgrund von vier Punkten, die
sie bei beiden Arten erfiillt sehen, fiir wahrscheinlich. Dabei geht es um die geringe
Diversitat mitochondrialer Gene, welche durch Selective Sweeps verursacht werden
kann, die basierend auf Morphologie und anderen genetischen Markern nicht zu
erwartende hohe Ahnlichkeit der mitochondrialen Sequenzen beider Arten, eine
Infektion mit ahnlichen, oder gleichen Wolbachiastimmen und eine Moglichkeit zur

Hybridisierung zwischen den Arten (Klopfstein et al. 2016).
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Andere Endosymbionten/Parasiten

Calycopis cecrops besitzt zwei verschiedene mitochondriale Linien mit einer
Abweichung von 2,6 %, wobei eine der Barcodesequenzen der Art eher der von C.
isobeon ahnelt, wahrend die Andere der von C. quintana dhnelt (Cong et al. 2017).
Interessanterweise konnten bei C. cecrops Sequenzen eines Bakteriums aus der Familie
der Lactobacillaceae nachgewiesen werden. Diese sind als Endosymbionten bekannt
(Frese etal. 2011; Vasquez et al. 2012). Schmetterlinge der Gattung Calycopis fressen
Detritus und kénnten auf diese Bakterien bei der Verdauung angewiesen sein (Cong et
al. 2017). Eine Hybridisierung zwischen den Arten konnte somit selektive Vorteile
liefern und somit auch eine Introgression der mitochondrialen DNA begiinstigen (Cong
et al. 2017). Sowohl von Bakterien der Gattung Spiroplasma (Schulenburg et al. 2000)
und Arsenophonus ist bekannt, dass sie dhnlich wie Wolbachia Male Killing bei
Arthropoden bewirken kénnen (Hughes und Rasgon 2013). Bakterien der Gattung
Arsophonus und Spiroplasma befallen dabei ca. 4- 7 % der Arthropoden. Insgesamt
werden schatzungsweise ein Drittel aller Arthropoden von zytoplasmatisch vererbbaren

Bakterien besiedelt (Duron et al. 2008).

Abbildung 16: Ischnura genei Quelle (Hartwig Stobbe/Naturgucker.de)



Abbildung 17: Ischnura elegans
Hybridisierung und Introgression zwischen I. genei und I. elegans konnte nachgewiesen werden
(Deng et al. 2021). Quelle (Werner Kunz/Naturgucker.de)

Diskussion

Valide Arten

Im Kontext des DNA-Barcoding wird eine erfolgreiche Artabgrenzung haufig mit der
Ubereinstimmung von Barcodearten, also Arten, welche basierend auf der COI-Sequenz
generiert wurden und ,validen Arten“ begriindet, oder es wird behauptet, dass
Barcodearten haufig mit ,valid species®, oder ,actual species” iibereinstimmen
(Ratnasingham und Hebert 2013; Breman et al. 2016). Im Anbetracht der Tatsache, dass
verschiedene Artkonzepte unterschiedliche Grenzen aufweisen, stellt sich die Frage,
inwiefern es solche validen Arten iiberhaupt geben kann (Kunz 2012a). Dies ladsst sich
anhand der Tatsache verdeutlichen, dass eine Kombination verschiedener Artbegriffe,
welche unterschiedliche Kriterien zur Artabgrenzung nutzen, es nicht méglich macht,
alle Arten in einem gemeinsamen Artbegriff unterzubringen, ohne eine subjektive

Wertung der einzelnen Kriterien (Reydon und Kunz 2019).
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Eine Frage der Definition

Neben den einzelnen Artkonzepten gibt es aufderdem verschiedene Auffassungen
dartber, ob es ein richtiges oder mehrere richtige, inkompatible Artkonzepte gibt und
ob Arten real existierende, natiirliche Einheiten sind, oder ob eine Gruppierung nach
Arten nur ein Werkzeug darstellt, wobei die gewonnenen Arten nicht real als nattirliche
Einheit existieren (Reydon und Kunz 2019). Nach monistischer Ansicht existiert nur ein
korrektes Artkonzept, welches entdeckt werden muss. Im Gegensatz dazu steht der
Pluralismus. Nach pluralistischer Auffassung existieren mehrere korrekte Artbegriffe,
welche abhédngig von der Forschungsfrage unterschiedlich angewendet werden miissen.
So wird beispielsweise zur Aufklarung der lokalen Biodiversitat ein anderes Konzept
genutzt werden, als zum Zwecke der Aufklarung von entwicklungsgeschichtlichen

Verwandtschaftsverhaltnissen (Kunz 2015; Reydon und Kunz 2019).

Artkonzepte und das Artproblem

Das Artproblem bezeichnet die Problematik rund um die Definition von Arten. Dabei
werden neben der Diskussionen um die Artbegriffe auch solche gefiihrt, welche sich mit
der Existenz von Arten als natiirliche Einheit, oder als Werkzeug (Realismus vs.
Instrumentalismus) und der Frage, ob es einen Artbegriff gibt, mit dem sich alle Arten
korrekt abgrenzen lassen, oder ob mehrere korrekte Artbegriffe existieren (Monismus
vs. Pluralismus) befassen (Kornet 1993; Mayden 1997; Dayrat 2005; Kunz 20123,
2012b; Reydon und Kunz 2019).

Die Problematik bei der Suche nach einem einheitlichen Artbegriff liegt darin, dass eine
Artabgrenzung basierend auf unterschiedlichen Artkonzepten aufgrund der
verschiedenen Kriterien unterschiedliche Arten ergibt. Artgrenzen werden also bei
Anwendung unterschiedlicher Artkonzepte an unterschiedlichen Stellen gezogen.
Aufgrund der unterschiedlichen Kriterien sind Artkonzepte zudem untereinander
inkompatibel (Kornet 1993). Kryptische Spezies sind beispielsweise Arten, welche sich
anhand ihrer Morphologie nicht unterscheiden lassen, aber durchaus reproduktiv
isoliert voneinander sein konnen. Ein gegenteiliges Beispiel findet sich bei Ruderenten

der Gattung Oxyura. Die in Europa beheimateten Weif3kopfruderenten (Oxyura
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leucocephala) hybridisieren mit den amerikanischen Schwarzkopfruderenten (Oxyura
jamaicensis) und weisen offensichtlich kaum reproduktiven Barrieren auf, stellen also
eine Reproduktionsgemeinschaft dar, obwohl sie morphologisch eindeutig
unterscheidbar und seit langer Zeit getrennt sind (Kunz 2012a). Diese Hybridisierung
gefdhrdet die Bestande der ohnehin vom Aussterben bedrohten Weifskopfruderente und
Hybride konnen sich tiber mehrere Generationen hinweg erfolgreich fortpflanzen
(Munoz-Fuentes et al. 2007; Kunz 2012a). Auch bei sich uniparental fortpflanzenden
Organismen gestaltet sich eine Abgrenzung der Arten in Abhdngigkeit vom jeweiligen
Artkonzept unmaoglich. Solche Spezies werden beispielsweise durch das biologische
Artkonzept einer gemeinsamen Fortpflanzungsgemeinschaft nicht abgedeckt (Kunz
2012a). Bei Barcodingarten liegen haufig ahnliche Probleme bei der Artabgrenzung vor.
Durch Introgression der entsprechenden Markergene, wie beispielsweise COI, lassen
sich morphologisch eindeutig identifizierbare Arten nicht anhand dieser unterscheiden
(vgl. Tanganjikaseecichliden L. callipterus und N. fasciatus, oder die Arthropoden D. flixi
und D. deletus). Ein weiteres Beispiel ist der Gartenrotschwanz Phoenicurus phoenicurus.
Bei diesem weisen zwei sympatrisch lebende Populationen, welche weder reproduktiv
noch anhand ihrer Morphologie zu unterscheiden sind, eine Differenz in ihrem Barcode
von 5 % auf und wiirden sich bei einer Artabgrenzung anhand von COI als verschiedene
Arten erweisen (Hogner et al. 2012). Arten lassen sich nach drei grundlegenden
Kriterien abgrenzen (Kornet 1993) Dabei handelt es sich um die Konzepte der
Reproduktionsgemeinschaft (Dobzhansky 1937; Mayr 1942), nach evolutionar
relevanten morphologischen oder genetischen Merkmalen (Nixon und Wheeler 1990)
und nach gemeinsamer monophyletischer Abstammung innerhalb eines genealogischen
Netzwerks (Henning 1966), wobei eine Auftrennung nach weiteren Kriterien wie
beispielsweise nach 6kologischen Nischen, morphologischer Merkmale, genetischer
Distanz und vielen anderen Kriterien erfolgen kann. Uber 30 verschiedene Artkonzepte
werden genutzt (Mayden 1997; Zachos 2016). Der Erfolg von Barcoding wird haufig mit
den hohen Erfolgsraten bei der Artidentifikation begriindet. Dabei muss aber beachtet
werden, dass mithilfe des Barcoding nur mitochondriale Linien erfasst werden, welche
mit hoher Wahrscheinlichkeit mit den entsprechenden validen Arten korrelieren. Was
jedoch eine valide Art ist, hangt jedoch vom jeweiligen Artkonzept ab, haufig sind es
Morphospezies. Trotzdem muss anerkannt werden, dass Barcodingarten haufig eine

grof3e Ubereinstimmung zu den entsprechenden validen Arten aufweisen.
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Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob eine Artabgrenzung basierend auch
mitochondrialen Markern eine Losung fiir das Artproblem sein kann und ob
mitochondriale Barcodes ausreichend zur sinnvollen Speziesdiagnose sein kdnnen.
Dafiir wurden verschiedene Limitationen des Barcodings recherchiert und Beispiele fiir
die jeweiligen Limitationen gesucht und erlautert. Es lasst sich feststellen, dass
Barcodingarten nicht immer mit Arten iibereinstimmen, auch wenn oft eine hohe
Ubereinstimmung zwischen Barcodingarten und Arten vorliegt. Dabei sind Griinde wie
Hybridisierung und Introgression, Incomplete Lineage Sorting oder fehlende Mutationen
bei jungen Arten und die Tatsache, dass unterschiedliche Artkonzepte zu verschiedenen
Arten flihren, zu nennen. Aus diesen Griinden lassen sich Arten nicht fiir jeden Zweck
sinnvoll durch Barcoding abgrenzen. Diese konnen dazu fiihren, dass sich im Falle von
Introgression entweder mehrere valide Arten die gleichen Barcodesequenzen teilen
oder, dass mehrere Barcodelinien in einer Art nachweisbar sind. Bei jungen Arten ist das
Lineage Sorting noch nicht abgeschlossen, oder es fehlt eine ausreichende Anzahl an
Mutationen, die eine Unterscheidung basierend auf COI als Markergen ermoglichen
wiirden. Zudem konnen verschiedene Methoden, die zur Artabgrenzung durch
Barcodesequenzen angewendet werden, eine unterschiedliche Zahl von Arten gewinnen.
COIl ist auf3erdem nicht immer ein neutraler Marker. Viele Arthropoden werden von
Bakterien besiedelt, welche genau wie COI zytoplasmatisch maternal vererbt werden,
wenn diese Bakterien Fitnessvorteile fir infizierte Tiere bewirken, dann findet auch
Selektion in Richtung der Gene der infizierten Tiere statt, weshalb sich moglicherweise
einzelne mitochondriale Linien innerhalb einer Art etablieren konnen und
moglicherweise durch Hybridisierung und Introgression zusammen mit den Bakterien
auf andere Arten verbreitet werden. In solchen Fallen widersprechen sich dann
Barcodearten und Morphospezies. Die vorrangegangenen Erlduterungen zeigen also,
dass eine Artabgrenzung basierend mitochondrialen Markern nicht in jedem Kontext
sinnvoll ist. Im Endeffekt werden auf diese Weise nur mitochondriale Linien
nachgewiesen. Diese korrelieren zwar haufig mit aktuell validen Arten (Ratnasingham
und Hebert 2013), aber auch die Tatsache, dass eine Ubereinstimmung mit valide Arten
als Beleg fiir den Erfolg von Barcoding genutzt wird, ist nicht unproblematisch, da eine

Artabgrenzung abhangig von verschiedenen Kriterien erfolgen kann und verschiedene
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Artkonzepte nur selten exakt dieselben Individuen abdecken, anhand von Cichliden der
grofden afrikanischen Seen wurde zuvor erldutert, dass eine Abgrenzung verschiedener

Arten auf Basis mehrerer Artkonzepte problematisch sein kann.

Auffallig ist aufderdem die grofde Anzahl verschiedener Methoden, die unter der
Bezeichnung DNA-Barcoding angewendet werden. Da diese zudem zu verschiedenen
Ergebnissen in der Artabgrenzung kommen konnen, sollte unbedingt eine
Standardisierung erfolgen, wenn Barcoding als Methode zur Artabgrenzung genutzt
wird. Zudem sollte im Anbetracht der Tatsache, dass ein grofder Teil der Arthropoden
von symbiotisch/parasitiar lebenden Bakterien besiedelt werden, welche wahrscheinlich
Einfluss auf die Verteilung mitochondrialer Gene haben, erforscht werden, wie haufig
Hybridisierung und Introgression mitochondrialer Gene bei solchen Arten tatsachlich

vorkommt.
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