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DNA-Barcoding bestatigt ,Pheromontypen”
im Diachrysia chrysitis-Komplex
(Lepidoptera: Noctuidae)

Sven Erlacher, Chemnitz; Michael A. Miller, Miinchen
& Axel Hille, Bielefeld

Kurzfassung

Mit der vorliegenden Arbeit wurde die Variation des mtDNA Cytochromoxydase-I-Gens (COIl) der Zwillingsarten Diachry-
sia chrysitis and D. tutti untersucht, deren taxonomischer Status verschiedentlich in Frage gestellt worden ist. Dazu kamen
an geografisch weit auseinanderliegenden Standorten Pheromonfallen zur Anwendung, die unterschiedliche Pheromon-
mischungen enthielten, um méannliche Schmetterlinge anzulocken.

DNA-Variationen innerhalb und zwischen D. chrysitis und D. tutti kann am einfachsten als DNA-Polymorphismus inner-
halb eines Komplexes von nah verwandten, und dennoch genetisch wohl zu unterscheidenden ,Pheromontypen” inter-
pretiert werden. DNA-Barcoding (also die Ermittlung sogenannter ,Kennsequenzen”) beweist die Existenz signifikanter
DNA-Sequenzunterschiede zwischen den untersuchten ,Pheromontypen”, unabhangig von ihrer geographischen Her-
kunft! Die Untersuchungen veranschaulichen die Bedeutung des DNA-Barcoding als Werkzeug zur Klarung taxonomisch
schwieriger Fragestellungen.

Abstract

DNA barcoding confirms “pheromotypes” within the Diachrysia chrysitis-complex (Lepidoptera: Noctuidae). In this study
the variation in the mtDNA cytochrome oxidase subunit | gene (COI) in the noctuid sibling species Diachrysia chrysitis
and D. tutti, whose taxonomic status has been queried, were surveyed. Samples were field-collected from different
geographical sites where pheromone traps were baited to attract males containing different mixtures of two blends of
pheromone components.

DNA variation within and among D. chrysitis and D. tutti is most simply interpreted as DNA polymorphism within a
complex of closely related, but well differentiated “pheromotypes”. DNA barcoding revealed stable diagnostic differences
between pheromotypes irrespective of the geographical origin. The survey illustrated the potential utility of DNA bar-
coding in assessing lineage structures or taxon limits among moths that have been previously found to be different using
the pheromone mate recognition system, but which have not been subjected to DNA analysis.

Einleitung

Die Messingeule, Diachrysia chrysitis (LINNAEUS, 1758), ist ein hdufiger Nachtfalter aus der artenreichen Familie der Noc-
tuidae, der in den gemaligten Klimaregionen der Paldarktis weit verbreitet ist. In seiner taxonomische Revision der
paldarktischen Goldeulen (Plusiinae) beschreibt Kostrowicki (1961) eine Form mit verbundenen Messingbandern auf den
Vorderfliigeln unter anderem aufgrund diffiziler Genitalunterschiede als eigene Art ,Plusia tutti”, die heutige Diachrysia
tutti (Kostrowicki 1961). In den folgenden 45 Jahren haben sich zahlreiche Autoren unter Anwendung verschiedener
morphologischer Techniken mit der Frage beschaftigt, ob D. tutti zweifelsfrei von D. chrysitis unterschieden werden kann
(JARVINEN & VESPALAINEN 1979; REzBANYAI-RESER 1985; BRUUN 1987; LEMPKE 1965, 1966; UrBAHN 1966, 1967). Der Nachweis
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zweier biologischer Arten im Sinne reproduktiver Isolation erfolgte erstmals durch Svensson et al. (1989) aufgrund von
Allozymanalysen mannlicher Falter aus Pheromonfallen. Messungen der genetischen Divergenz deuteten an, dal$ es sich
bei D. tutti durchaus um eine separate Art handeln konnte, die zumindest im schwedischen Untersuchungsgebiet sym-
patrisch mit D. chrysitis vorkommt. Allerdings zeigten die untersuchten Proben grofe Ahnlichkeit hinsichtlich der festge-
stellten Allel-Haufigkeiten und ein Fehlen diagnostischer Allele fiir jedes Taxon, was einen Mangel an voller reproduktiver
Isolation nahe legte. Dartiber hinaus konnten Unterschiede in der Flugzeit und Habitatpraferenz bei einem Grofteil der
europdischen Populationen (Schweden, Stiddeutschland, Ungarn) beobachtet werden (LorstepT et al. 1994; ReicHHOLF
1985), welche den Schluf zulassen, dass die dkologische Differenzierung und Nischenseparation gegenwartig noch statt-
findet. Eine ausfiihrliche Darstellung einer Reihe von Spezialuntersuchungen, die alle fiir eine weitgehende, aber nicht
ausschlieliche Trennung beider , Arten” sprachen, findet sich bei Steiner (1997).

Im Band 10 der ,Noctuidae Europaeae” wurde D. tutti aufgrund von morphologischen Untersuchungen der Genitalor-
gane mit der ostpaldarktische Diachrysia stenochrysis (WARreN 1913) synonymisiert (Goater et al. 2003). Letztere zeigt
gegentiiber D. chrysitis im ostasiatisch-pazifischen Raum eine ,Merkmalsverschiebung”, die eine leichte und sichere geni-
talmorphologische und auch habituelle Trennung erlaubt. Wir sind dennoch der Auffassung, dass das zugrundeliegende
Artkonzept typologisch und eine Synonymisierung nach dem gegenwartigen Stand des Wissens nicht gerechtfertigt ist, so
dass wir es vorziehen, an dem bestehenden Namen (D. tutti) festzuhalten.

Sexualpheromone spielen eine wesentliche Rolle bei der Partnerfindung nahezu aller Schmetterlingsarten (RoeLoFs et al.
1987; Baker 2002). Ein allgemeiner Uberblick tiber Insektenpheromone findet sich bei Linn & RoELOFs (1995), eine Liste
von Pheromonen hat H. ArRn zusammen gestellt: http://www.nysaes.cornell.edu/pheronet/phlist/diachrysia.html. Es gilt
als sicher, dass Anderungen im System der Pheromonsynthese (RokLofs et al. 1987; Witter 2000) und die Fahigkeit von
Individuen einer Art, sich darauf einzustellen, am Speziationsprozefs beteiligt sein missen. Beispielhafte Studien zur
Wirkung von Pheromonen wurden von Newcoms & GLeeson (1998) und SpertinG & Hickey (1995) fiir Tortricidae und von
SPERLING et al. (1996) fur Noctuidae vorgestellt.

Abb. 1 Diachrysitis spec. (Form mit verbundenen Messingbandern). Funddaten: Deutschland, Sachsen-Anhalt, Laucha
bei Freyburg/Unstrut, 16.VI.1994. Foto: FRANK JuLICH, Jena.
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Es wurden zahlreiche Felduntersuchungen durchgefihrt, die zeigen, dass D. chrysitis und D. tutti Gber einem sehr grollen
Teil ihrer geographischen Verbreitung sympatrisch sind (Ungarn: TotH & Szocs 1988; Schweiz: RezBANYA-REser 1985;
Stiddeutschland: Priesner 1985; Norddeutschland, Niedersachsen: Rosenz 1988; Nordrhein-Westfalen: Scruize 1988;
Skandinavien: Svensson et al. 1989). Auf lokaler Ebene kommen beide Taxa in mehr als 90% der Untersuchungsgebiete
gemeinsam vor.

In der vorliegenden Studie berichten wir tiber die Ergebnisse eines Vergleichs mitochondrialer DNA-Sequenzen (mtDNA)
der beiden ,Pheromontypen, D. chrysitis und D. tutti (HiLLE et al. 2005). Unsere Analyse unterstreicht die Bedeutung
DNA-basierter Identifikation (,DNA-Barcoding”) von morphologisch schwer unterscheidbaren Tierarten (z.B. Heser et al.
2003a, Hesert et al. 2003b, Hesert et al. 2004, Hesert & GReGORY 2005, KaiLA & STAHLS 2006, MiLLER 2007).

Abb. 2 Diachrysitis spec. (Form mit nicht-verbundenen Messingbandern). Funddaten: Deutschland, Sachsen,
Schwarzenberg/Erzgeb., 24.VI11.2005, Foto: SterreN THoss, Auerbach/Vogtland.

Material und Methoden
Methoden zum Fang der Diachrysia-Ménnchen

Die in dieser Studie untersuchten Diachrysia-Exemplare stellten uns E. PriesNer, C.M. NaumanN und S. MULLER-TAPPE zur
Verfiigung. Sie wurden mittels zweier verschiedener synthetischer Pheromone entsprechend den bei Priesner (1985)
beschriebenen Standardmethoden gesammelt. Fangstandorte waren Seewiesen (See) in Bayern sowie Bielefeld (Bi) und
Bielefeld-Lamershagen (BiL) in Nordrhein-Westfalen. Die bioaktiven chemischen Pheromonbestandteile wurden durch
die Analyse einzelner Driisenextrakte von praparierten Diachrysia-Weibchen unter Verwendung eines Gaschromatogra-
fen ermittelt. AnschlieRend konnte die stimulierende Wirkung der synthetisch hergestellten Verbindungen auf Diachrysia-
Ménnchen elektroantennographisch bestétigt werden. Die Aufsammlungen bestanden aus zwei Gruppen des Diachrysia-
Komplexes, die mit Fallen unterschiedlicher bioaktiver Pheromonkomonenten gefangen wurden (chrysitis- und tutti-Typ).
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Eine Zusammenstellung der nachgewiesenen und genetisch untersuchten Exemplare findet sich in der webbasierten Da-
tenbank von SYSTAX (Universitdt Ulm, http://www.biologie.uni-ulm.de/systax). Vor der DNA-Analyse wurden alle in den
Pheromonfallen gesammelten Exemplare bei —70 °C in 95-100%igem EtOH fiir wenigstens zwei Wochen aufbewahrt.
Die untersuchten Exemplare stammen von zwei geografisch weit (mehr als 600 km Luftlinie!) auseinanderliegenden Lo-
kalitaten: Bielefeld mit den zwei ca. 10 km voneinander entfernten Standorten im Norden und Seewiesen bei Starnberg
im Stiden Deutschlands. Untersucht wurde ein Minimum von fiinf Exemplaren pro Standort, um das Ausmafs der geneti-
schen Divergenz zwischen den geografisch getrennten Populationen zu ermitteln.

DNA Analyse

Zundchst wurden die gesammelten Exemplare entsprechend den zwei verwendeten Fallentypen (chrysitis- und tutti-Typ)
sortiert. Die Extraktion genomischer DNA aus der Thoraxmuskulatur der einzelnen Individuen erfolgte mittels DNea-
sy Tissue Kit (QIAGEN) nach dem Protokoll des Herstellers. Die Fligel und Abdomina aller Exemplare wurden in 95-
100%igem EtOH tberfiihrt und werden zusammen mit der extrahierten DNA an der Zoologischen Staatssammlung
Miinchen (ZSM) aufbewahrt. In einigen Féllen wurden Dauerpraparate der mannlichen Genitalorgane nach den tblichen
Standardverfahren angefertigt und ebenfalls an der ZSM hinterlegt (D. chrysitis: 426, ZSM N3795, 428, ZSM N3796; D.
tutti: 247, ZSM N3797, 249, ZSM N3798). Diese und alle weiteren Exemplare versuchte L. Reser (CH-Luzern) mit Hilfe der
Genitalpraparation zu bestimmen.

Das mitochondriale Cytochrom-Oxydase-I-Gen (COl) wurde ausgewahlt, weil es geeignet ist, genetische Diversitat von
Artengruppen- bis hin zu Populationen bei verschiedenen Insektentaxa aufzul6sen (siehe z.B. CateriNo et al. 2000, 2001,
RAND et al. 2000, WAHLBERG & ZIMMERMANN 2000, ArTiss et al. 2001, Goto & Kimura 2001, Kruse & SPeruinG 2001, 2002,
Montero & Pierce 2001). Finf Exemplare des Pheromontyps , chrysitis (241, 260, 426, 427, 430) und zwei von , tutti” (249,
425) konnten tiber die gesamte Lange von 1,5 Kilobasen sequenziert werden. Universalprimer fiir die PCR-Amplifikati-
on und Sequenzierung wurden SiMoN et al. (1994) entnommen. Die genauen Bezeichnungen der Primer sowie weitere
technische Details sind in HiLLe et al. (2005) beschrieben. Die Sequenzierungen aller Fragmente erfolgte standardmaRig in
beide Richtungen. Die Sequenzdaten wurden manuell Gberpriift und gegen die Noctuiden Feltia herilis und F. jaculifera
(EMBL-Nummern U60991, U60990) unter Verwendung der Softwarepakete BioEdit 5.0.9 (HatL 1999) und ClustalX 1.81
(THompsoN et al. 1997) aligniert. Die so erhaltenen DNA-Sequenzen befinden sich in der Online-Datenbank von EMBL (D.
chrysitis: AJ420352-366 und AJ420375, D. tutti: AJ420367-373). Die Raten der Substitutionen, Transversionen/Transitio-
nen, genetischen Distanzen und die Bootsrapwerte (Net 1978, 1987) wurden mit MECA2 (Kumar et al. 2001) berechnet.
Néhere Informationen zur Distanzberechnung sind HiLLe et al. (2005) zu entnehmen.

Ergebnisse

Auswertbare Sequenzen mit einer vergleichbaren Lange von 709 Basenpaaren konnten von 23 Exemplaren beider Fallen-
typen und beider geografisch verschiedener Fallenstandorte erhalten werden. Diese Daten sind in der Online-Datenbank
von SYSTAX abrufbar: http://www.biologie.uni-ulm.de/systax/daten/index.html.

Mit einem durchschnittlichen Nukleotidanteil von 30,6% A, 43,1% T, 13,7% C und 12,6% G zeigen die sequenzierten
Fragmente die typische AT-Anhdufung der mitochondrialen DNA von Insekten, insbesondere des COI-Genes (CLARY &
WotstenHoLME 1985). Von den 709 vergleichbaren Nukleotidpositionen sind neun variabel (mit z.T. nur einer Basensub-
stitution). Phylogenetisch informative Nukleotidaustausche gibt es an den Alignmentpositionen 157 (C vs. T), 169 (T vs.
C), 245 (A vs. T), 295 (G vs. A) und 698 (T vs. C). Die Sequenzvariation zwischen den Pheromontypen D. chrysitis und
D. tutti zeigen einen Aminosdureaustausch (Threonin zu Serin an Aminosdureposition 82/236) im Serincodon an Nukle-
otidposition 245/709. Das Verhaltnis Ts:Tv (Transition und Transversion) betrdgt durchschnittlich 2,4, und an der ersten
Kodonposition 3,8.

Insgesamt wurden von 16 Exemplaren des chrysitis- und von 7 des tutti-Fallentyps ein COI-Fragment von 709 Basenpaa-
ren sequenziert. Von allen festgestellten Haplotypen sind drei chrysitis-Haplotypen (260, 263, 264, alle See) einmalig.
Der héufigste Haplotyp (der von chrysitis) wurde bei 13 Exemplaren sowohl im Norden (Bi: 254, 257, 428; BiL: 429, 430)
als auch im Stiden (See: 237, 241, 259, 274, 275, 276, 426, 427) Deutschlands gefunden. Der zweithdufigste Haplotyp ist
tutti-spezifisch und konnte nur im Stiden (See: 247, 424, 267, 269, 271, 425) festgestellt werden (siehe Tab. 1).
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Tabelle 1 Variable COI-Sequenzpositionen (Sequenzpositionen vertikal angeordnet) innerhalb D. chrysitis and D. tutti.

DNATAX- | Pheromontyp Morphologische Determination Herkunft Var. Pos.

Nr. (L. RESER) 112223566
564494319
791550868

237 chrysitis tutti See CTCAGTATT

241 chrysitis tutti See |

254 chrysitis chrysitis Bi L

257 chrysitis chrysitis Bi

259 chrysitis chrysitis See |

260 chrysitis chrysitis See | C

263 chrysitis tutti Sew G..

264 chrysitis tutti See | GG.

274 chrysitis tutti See

275 chrysitis tutti See

276 chrysitis tutti See

426 chrysitis tutti See

427 chrysitis tutti See

428 chrysitis tutti Bi

429 chrysitis chrysitis BiL |

430 chrysitis chrysitis BiL |

247 tutti tutti See TCTTA..C

249 tutti tutti See TC.TAG..C

267 tutti chrysitis See TC.TAG..C

269 tutti chrysitis See TC.TAG..C

271 tutti tutti See TC.TAG..C

424 tutti chrysitis See TCTTA..C

425 tutti chrysitis See TC.TAG..C

Der Vergleich der molekularen Daten zeigt einen maximalen Unterschied von zwei Basenpaaren (2/709 = 0,282% Nukle-
otiddiversitat) innerhalb der zwei Pheromontypen (chrysitis: 263, 264, 2 bp Unterschied zu anderen chrysitis-Haplotypen;
260, 0,141% Unterschied; tutti: 249, 0,282% Unterschied zu den anderen tutti-Haplotypen 247, 424). Die Ergebnisse der
paarweisen Vergleiche der prozentualen Nukleotidunterschiede (unkorrigierte p-Distanz) zwischen den 23 Individuen
der Gattung Diachrysia und den zwei verwendeten AuSengruppenvertretern (Feltia) sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2 Nukleotiddistanzen (in %) innerhalb und zwischen den Taxa sowie Standardabweichung (St.Ab.) fiir alle COI-
Sequenzen von D. chrysitis und D. tutti (Bootstrapreplikationen = 500). Herkunftsabkiirzungen bedeuten: See: See-
wiesen, Bayern; Bi: Bielefeld und BiL: Bielefeld-Lamershagen in Nordrhein-Westfalen. Punkte in der Spalte ,Var. Pos.”
Bedeuten identische Basen wie in erster Zeile.

Nukleotid p-Distanz +

St.Ab. [Durchschnitt

Nukleotid p-Distanz *
St.Ab. [Durchschnitt

innerhalb Taxa]

zwischen Taxa]
Aullengruppe

chrysitis

Auengruppe (n=2)

5,219% =+ 0,839%

chrysitis (n=16)

0,068% = 0,040%

10,869% =+ 1,048%

tutti (n=7)

0,134% = 0,095%

10,588% = 1,061%

0,864% =+ 0,315%
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Die untersuchten Diachrysia-Exemplare teilen sich in zwei ,Pheromontypen” (Gruppen unterschiedlicher Haplotypen)
auf. Eine Gruppe entspricht den mit Hilfe der chrysitis-Pheromonfallen nachgewiesenen Exemplaren (chrysitis-Pheromon-
typ) und zeigt einen durchschnittlichen Nukleotidunterschied untereinander von 0,068%. Die andere Gruppe korrespon-
diert mit den tutti-Pheromontyp mit einem durchschnittlichen Nukleotidunterschied von 0,134%. Die mittlere p-Distanz
zwischen den Gruppen betragt 0,864%. Der generierte, auf einfacher p-Distanz basierende Stammbaum veranschaulicht
die klare Trennung der beiden Gruppen. Die Exemplare, die demselben Pheromontyp angehéren, gruppieren sich (,phe-
romonfallenspezifisch”) zu statistisch gut gestiitzen mtDNA-Einheiten, unabhdngig von ihrer geografischen Herkunft! Im
Gegensatz dazu, konnte keine Ubereinstimmung der molekularen Haplotypen mit genitalmorphologischen Merkmalen
festgestellt werden (Abb. 3).

ch See 00427
ch See 00237
ch BiL 00430
ch See 00274
ch See 00276
ch See 00426
ch See 00259
ch Bi 00257
ch Bi 00254
ch Bi 00428
ch See 00275
ch BiL 00429
Diachrysia chrysitis 23] ch See 00241
_Lch See 00263
65( '~ ch See 00264
93 - ch See 00260
g7|tu See 00247
tu See 00424

Diachrysia tutti . tu See 00269

tu See 00425

tu See 00271
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tu See 00267

43)
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| Feltia herilis

Feltia jaculifera

_—
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Abb. 3 Genetische Verwandtschaft zwischen COI-Haplotypen von D. chrysitis und D. tutti, mit Feltia als Aulien-
gruppenvertreter. Dem Dendrogramm liegt eine Neighbour-Joining-Analyse der prozentualen paarweisen
Nukleotiddistanzen zugrunde. Zur Ermittlung der Stabilitit der Aste wurde das Bootstrap-Verfahren
nach Ne & Kumar (2000) angewandt (Anzahl der Replikationen = 500, Angaben in Prozent).
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Diskussion

Zur Klarung der Fragen genetischer Variabilitdt und Artgrenzen innerhalb von Artkomplexen hat sich die Verwendung
mitochondrialer DNA als niitzlich erwiesen (z.B. Bocpanovic et al. 1993; Frey & Frev 1995; SPerLING & Hickey 1995; Sper-
LING et al. 1996, BRower 1999; LANDRY et al. 1999; Kruse & SperLING 2001). HeserT et al. (2003a) zeigten eindrucksvoll, dass
die Analyse relativ kurzer Abschnitte des COI-Gens ein spezifisches Profil ergibt, die sogenannten ,Barcodes”, welche
eine sichere Zuordnung von Taxa zu ,Stimmen”, ,Ordnungen” und Arten erméglicht. Beispielsweise konnten in einem
Modellexperiment mit Hilfe des COI-Barcoding 200 Arten nordamerikanischer Schmetterlinge zu 100% exakt bestimmt
werden. Als molekulare Evolutionsrate wird beim COI-Gen von ca. 3% Divergenz pro einer Million Jahre ausgegangen
(HeserT et al. 2003a).

DNA Barcoding, also Messungen der genetischen Distanz, wie beispielsweise eine einfache prozentuale Sequenzdiver-
genz (Kimura-2-Distanz), sind sehr variabel unter nah verwandten Schmetterlingsarten und demzufolge nicht unbedingt
ein guter Mal8stab fiir die Abgrenzung biologischer Spezies (LANDRY et al. 1999; Fercuson 2002, Burns et al. 2006). Bei-
spielsweise berichten SperLNG et al. (1995) Gber nur 1% Sequenzdivergenz unter drei Gespinstmottenarten Gber eine
Gesamtldnge von 2,3 kb des COI/II-Gens. BRowN et al. (1994) hingegen untersuchten eine COI/II-Region von 765 bp bei
verschiedenen Populationen von Creya obscura (Lep., Prodoxidae) und stellten dabei eine Divergenz von minimal 1% bis
maximal 5,7% fest. Die Analyse eines COI-Fragments bei 24 Familien von Schmetterlingen ergab einen Durchschnittswert
von 5,4% (HeserT et al. 2003a). Innerhalb von 42 Arten aus 12 verschiedenen Gattungen von Eulenfaltern (Noctuidae) be-
trug die durchschnittliche Sequenzdivergenz des untersuchten COI-Fragments 5,8% zwischen den Gattungen und 0,17%
zwischen den Arten; die Distanz innerhalb eines 617 bp langen COI-Abschnitts von D. chrysitis (260) und D. aereoides
(AF549732.1 in HeserT et al. 2003a) betrdgt 7,2%, womit in etwa das Niveau der molekularen Differenzierung innerhalb
der Gattung Diachrysia umrissen ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stiitzen die Auffassung friiherer Autoren von D. chrysitis and D. tutti als klar un-
terscheidbare Taxa (PRIESNER 1985; ReicHHOLF 1985; SVenssoN et al. 1989; Lorstept et al. 1994). Wéhrend anfénglich noch
ausschlielich morphologische Untersuchungen angewendet wurden, um D. tutti als eigenes Taxon zu erkennen, fiihrten
spatere Pheromon- und Allozymuntersuchungen zu einer Vertiefung des chrysitis/tutti-Artenproblems. Die genetische
Distanz der beiden Pheromontypen ist mit maximal 0,282% zwar gering (p-Distanz unter 1%), doch entspricht dieser
Wert durchaus einem Differenzierungsgrad, welcher oft zwischen Subspezies bzw. geografisch isolierten Populationen
oder Arten in statu nascendi festgestellt wird.

Bereits nach Kostrowicki (1961) handelt es sich bei D. chrysitis und D. tutti nicht um Formen ein und derselben Art, son-
dern um morphologisch sehr dhnliche Schwesternarten. Bemerkenswert ist, dass die Morphologie der ménnlichen Geni-
talorgane nicht das festgestellte Muster der molekularen Divergenz widerspiegelt, dass also die Evolution der Genitalien
offenbar unabhangig vom bisherigen Artbildungsprozel$ abgelaufen ist. Allerdings ist das Wissen tber die Details mog-
licher Isolationsmechanismen und des Paarungsverhaltens ziemlich gering. Offenbar handelt es sich um einen Fall von
sympathrischer Artbildung, bei denen das chemische Kommunikationssystem eine entscheidende Rolle spielt. LorstepT
et al. (1994) berichteten, dass trotz der fortgeschrittenen chemischen Differenzierung innerhalb der Gattung Diachrysia
Fremdpaarungen zwischen D. chrysitis und D. tutti vorkommen. Trotz dieser Méglichkeiten, die zu einer Verwaschung der
genetischen Muster fiihren kdnnen, belegen die vorliegenden Untersuchungen eine signifikante genetische Differenzie-
rung beider Pheromontypen. Teile des mitochondrialen COI-Gens konnen als diagnostisches Werkzeug verwendet wer-
den, um diese beiden Formen anhand ihres DNA-Barcodes eindeutig zu differenzieren. Dabei konnte festgestellt werden,
dass die COI-Sequenzunterschiede des einen Pheromontypes nicht in dem anderen vorhanden sind. Méglicherweise ist
das bereits ein Hinweis auf reproduktive Isolation.

Da Insekten unterschiedlicher Orte, Habitate und Zeiten getrennte Kluster bilden konnten, ist es notwendig, Proben tiber
eine grofere geografische Zone zu sammeln, bevor taxonomische Schlussfolgerungen gezogen werden kénnen. Es ist
bekannt, dass D. chrysitis und D. tutti Gber weite Teile ihres Verbreitungsareals sympathrisch vorkommen, aber geringe
Unterschiede in der Phanologie und den Habitatpraferenzen aufweisen. Da zuverldssige morphologische Unterschiede
bisher nicht entdeckt werden konnten, gehen wir davon aus, dass weitere 6kologische Untersuchungen von Populationen
des D. chrysitis-Komplexes, einschliellich zu Futterpflanzen und Pheromonen, notwendig sind, um einen méglichen Art-
Status von D. chrysitis und D. tutti zu rechtfertigen.

Die Methode des DNA Barcoding, wie sie in der vorliegenden Studie Anwendung fand, unterstiitzt den Status von zwei
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Pheromontypen als erkennbare biologische Taxa. Neutrale molekulare Marker (wie das COI-Gen) sind niitzliche Merk-
male zur Kldrung der phylogenetischen Beziehungen. Doch fiir das Verstandnis der Pheromonevolution wird die Isolation
der Gene erforderlich sein, welche zum einen die Pheromonproduktion der Weibchen (siehe z.B. Baker 2002) und zum
anderen das komplementére Detektionssystem der Mannchen bewirken (z.B. Lorstent 1993). Unterschiede in diesen
Genen kénnen fiir die Speziation verantwortlich sein (Linn & RoeLors 1995) und auBerdem bedeutende Merkmale zum
Erkennen derselben liefern.

Die vorliegenden Ergebnisse stimmen gut mit denen friherer Allozymuntersuchungen tiberein, und deuten wie diese
darauf hin, dass es sich bei Diachrysia chrysitis und D. tutti um zwei genetisch gut unterscheidbare Arten in statu nas-
cendi handelt (siehe auch Svensson et al. 1989). So konnten diagnostische mitochondriale COI-Censequenzen gefunden
werden, die diese beiden Gruppen auftrennt und dadurch fiir zukiinftige Analysen der Populationsstruktur geeignet
erscheinen. Es ist auch klar, dass diese beiden Taxa aufgrund der geringen mtDNA-Sequenzunterschiede sehr nah mit-
einander verwandt sein mussen. Wie immer bei einzelnen Merkmalen kann auch ein Abschnitt der mtDNA nicht immer
Artgrenzen widerspiegeln. Ursachen dafiir konnen unter anderem zwischenartliche Genintrogressionen oder sehr schnel-
le Artaufspaltung sein (Avise 1994). Fiir zukiinftige Untersuchungen des Diachrysia chrysitis-Komplexes sollte der Variation
der mtDNA oder von Kerngenen im Zusammenhang mit der Evolution des Pheromonsystems besondere Aufmerksamkeit
geschenkt werden.
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