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Abstract
Glaphyrid beetles of the genePygopleurusand Eulasia are the main pollinators of
flowers of the so-called “poppy guild” in the Eddediterranean region. This guild
consists of species of the gendmalipa, RanunculusPapaver Adonis Glauciumand
AnemoneThey share certain characteristic traits like tmolyl-shaped flowers, a dark
spot at the base of the corolla, and lack a stemegt. In contrast to the majority of the
members of these genera, which usually reflecthm WV-range, the “poppy guild
flowers” in the Mediterranean region seem to lack-tdflectance. Behavioural tests
have shown that various species of the glaphyridegePygopleurusand Eulasia
(“Amphicoma” sensuDafni et al. 1990) prefer scentless, red-colouteder models,
suggesting that they are the pollinators of thégedrs. Recent electrophysiological
data on the visual system Btilasia pietschmanrBreit (Coleoptera: Glaphyridae) have
shown that the beetle possesses three photoredgpés which peak in the UV, green
and red part of the light spectrum. To explore fhssibility of red-vision in these two
genera, molecular investigations of the pupatiwiai pigment as well as field studies
were conducted.
The investigation of the visual pigment resultedha sequencing of an approximately
360-400 bp fragment of the long-wavelength opsimilie taxaPygopleurus diffusuas
well asEulasia pareysseiUnfortunately, efforts to obtain full length semmeces were
without success. NJ-analyses grouped the part@lesees in the long-wavelength
cluster of the examined insect opsins. Comparisatisalready known spectral tuning
sites in butterflies were conducted to reveal gidesamino acid substitutions which are
responsible for a long-wavelength shift. Additioaallyses of the mitochondrial CO1-
region of four individuals ofPygopleurus diffususand two individuals ofEulasia
pareyssewere conducted to allow easier identification péaes in future studies.

In a field study, | investigated the distributiondapollination biology of the colour
polymorphicAnemone pavonina member of the poppy guild, in central Greetbe
data suggest a strong correlation between altitani@ flower colour. At altitudes
between 500 and 1100m a.s.l. | found nearly exoblgired flowers; above 1200m
nearly all flowers were found to be violet. BetwektD0 and 1200m the populations

comprise both colour morphs.



| counted the number of glaphyrid beetles of theugd>ygopleuruswhich visited red
and violet flowers. The frequency of beetles foumded flowers was about ten times
higher compared to the violet flowers. In contrdsineybeesApis melliferd were
found to prefer violet flowers over red flowers.drbehavioural experiment in which |
presented flower models of six different colouRygopleurusspec. significantly
preferred red and orange models compared to otheurs.

Keywords: glaphyrid beetlesPygopleurusspec, Pygopleurus diffusysEulasia spec.,
Eulasia pareyssei “poppy guild’, Anemone pavonina colour polymorphism,
pollination, opsin-gene-characterization, red-réaepspectral tuning, CO1-region,

barcoding

Zusammenfassung
Die GattungerPygopleurusundEulasia(Coleoptera: Glaphyridae) sind die wichtigsten
Bestduber von Bliten der sogenannten ,Mohngilde“dar 6stlichen Mittelmeer-
Region. Diese Gilde beinhaltet die Gattundgaunipa, Ranunculus Papaver Adonis
Glauciumund AnemoneGemeinsame Charakteristika dieser Gattungenisiedoten,
becher- bzw. schalenférmigen Bluten, ein dunklecklan der Corolla-Basis sowie ein
Fehlen von auffalligem Duft. Im Gegensatz zur Melirhder Vertreter dieser
Gattungen, welche fir gewohnlich UV-Reflexion auise®, scheinen die Vertreter der
.Mohn-Gilde* in der Mittelmeer-Region nicht im UVdeich zu reflektieren.
Verhaltensversuche haben gezeigt, dass verschiddtareder GattungeRygopleurus
und Eulasia (,Amphicoma“ sensuDafni et al. 1990) geruchslose, rote Bliutenmodelle
bevorzugten, ein Hinweis darauf, dass sie die Bestadieser Bluten sind. Kirzlich
durchgeflihrte elektrophysiologische Untersuchurayanvisuellen System vdBulasia
pietschmanniBreit (Coleoptera: Glaphyridae) haben ergebens ahsser Kéfer drei
Photorezeptor-Typen besitzt, mit spektralen Empithéeiten im UV-, Griin- und Rot-
Bereich. Um der Mdglichkeit, dass diese zwei entahnGattungen maglicherweise
Rotsichtigkeit aufweisen, nachzugehen, wurden sbwdlabor- als auch
Freilandversuche durchgefuhrt.
Im ersten Teil meiner Arbeit versuchte ich das @@Es Langwellenrezeptors von zwei
Glaphyridenarten zu charakterisieren. Die Versubeterten ein etwa 360-400 bp

langes Fragment eines Opsins fur die Tdxaopleurus diffususowie Eulasia



pareyssei Bemuhungen, das komplette Gen zu sequenzieriefehl leider erfolglos.
NJ-Analysen gruppierten die gefundenen Sequenzeanderen Langwellen-Opsinen
verschiedener Insektenarten, was darauf hindeddss die Sequenzen tatsachlich von
einem LW-Opsin der Kafer stammen. Vergleiche mielie bekannten Spectral Tuning
Positionen bei Schmetterlingen wurden durchgefiihrtHinweise zu finden, dass das
gefundene Opsin eine ins Langwellige verschober&tsgle Empfindlichkeit besitzt.
Zusatzlich wurde noch die mitochondrielle CO1-Regieon vier Vertretern von
Pygopleurus diffususowie von zwei Vertretern vdaulasia pareyssesequenziert, um
fur zukilnftige Versuche ein leichteres Identifizier der Arten zu erlauben
(,Barcoding®).

Im zweiten Teil meiner Arbeit untersuchte ich inn#algriechenland die Verteilung
und Bestdubungsbiologie der farbpolymorphe Pfausmane, Anemone pavonina

einem Mitglied der oben erwdhnten Mohngilde. Die gdfmisse der

Freilanduntersuchungen lassen einen signifikantemsa@menhang zwischen
Hohenlage und Bliutenfarbe erkennen. Auf H6hen Zweisc500 und 1000 Metern
waren fast alle vorgefundenen Bliten rot, wahremel @ber 1200 Meter fast

ausschlief3lich violett waren. Im Bereich zwischetOQ und 1200 Metern traten
Mischpopulationen beider Farben auf.

Des weiteren wurden Besuchszahlen der GatRygppleurusauf violetten und roten

Bluten ermittelt. Der Anteil der auf roten Bliteefgndenen Kéfer lag dabei um das
Zehnfache hoher als der auf violetten Bluten. Img&wsatz dazu bevorzugte die
Honigbiene Apis mellifera die violette Farbvariante. In einem durchgefirte
Experiment mit Blutenmodellen in sechs verschiederférbungen bevorzugte
Pygopleurussignifikant haufiger rote und orange Bluten im §lerch zu den anderen

vier Farben.

Schlagworter: Glaphyridae,Pygopleurusspec.,Pygopleurus diffusysEulasia spec.,
Eulasia pareyssei ,Mohngilde®, Anemone pavonina Farbpolymorphismus,
Bestdubung, Opsin-Gen-Charakterisierung, Rot-Rerep$pectral Tuning, CO1-
Region, Barcoding




1. Allgemeine Einleitung
Obwohl viele Informationen Uber das FarbensehenHyenenoptera und Lepidoptera
zur Verfugung stehen, ist nur wenig Uber das Fadieen anderer Insekten bekannt. So
ist z.B. das Farbensehen der Coleoptera und dielieser Gruppe beschriebene
Rotsichtigkeit noch kaum untersucht, Daten liegam fur vereinzelte Arten aus
wenigen Familien vor (Briscoe & Chittka 2001). Valtensversuche bei Kafern aus der
Familie der Glaphyridae etwa deuten auf eine ewdnteorhandene Fahigkeit zur
Perzeption der Farbe Rot hin (Dafni et al. 1990nD&997).
Auch elektrophysiologische Untersuchungen Barabus nemoralissowie Carabus
auratus (Coleoptera: Carabidae) (Hasselmann 1962), denbaNen von Agrilus
planipennis(Coleoptera: Buprestidae) (Crook et al. 2009) sdvéi einem Vertreter der
Familie Glaphyridae, Eulasia pietschmanni Breit, (Martinez-Harms et al.
unveroffentlicht) deuten auf eine hohe Sensitividgés visuellen Systems fir
langwelliges (rotes) Licht hirk. pietschmannz.B. scheint Empfindlichkeiten im UV-,
Grin- und Rot-Bereich aufzuweisen, wahrend ein i@zeptor dagegen nicht lokalisiert
werden konnte (Martinez-Harms et al. unverdffehtic Das spektrale
Empfindlichkeitsmaximum im Rot-Bereich béulasia pietschmanriiat einen Peak bei
628 nm und ist somit einer der hochsten je im Itesaleich gemessenen Werte. Die
Empfindlichkeiten der drei Rezeptortypen lasserharermuten, dass das Farbsehen der
Kafer der Familie Glaphyridae im speziellen auf dimterscheidung roter und
orangefarbener Bliten vom griinen Hintergrund (GBlafttwerk) ausgerichtet und
weniger gut dazu geeignet ist, zwischen unterstbiesh Blutenfarben zu
unterscheiden (Martinez-Harms et al. unveréffeht)ic
Das Farbensehen der Kafer spielt eine entscheid®uile bei ihrer Funktion als
Blutenbesucher und —bestauber. Mehr als 184 Angrasgnfamilien werden fast
ausschlieBlich von Kafern bestaubt, die insgesamtGattungen aus 34 Familien
umfassen (Bernhardt 2000). Die Bestaubung durchelK#t nicht nur auf basale
Angiospermengruppen beschrankt, sondern ist auchsahr hoch entwickelten
Vertretern der Angiospermen zu finden. Es ist sddager bekannt, dass die Evolution
der Angiospermen malf3geblich von den sie bestaubem@dern beeinflusst und
getriggert wurde (Gottsberger 1977). Im Gegenzuyiekelten viele Vertreter der
Coleoptera spezialisierte Strukturen, die ihnen@E®meln und Verarbeiten von Pollen
und Nektar erleichterten. So erweist sich etwa dargge, dichte Behaarung als



vorteilhaft, da daran der Pollen besonders guehdfteibt (Crowson 1981; Dafni et al.
1990).

Kaferblutigkeit oder Cantharophilie wird im Allgemen mit charakteristischen Duften
assoziiert, wie etwa dem Geruch nach Fakalien. fabenbeschrieben wurden
moschusartige, honigahnliche oder fruchtige Gerijalee Bernhardt 2000; Dafni et al.
1990; Dieringer et al. 1999; Sakai et al. 1999)erlings scheinen manche Bliten fur
den Menschen nur schwache oder gar keine Gericfmivaisen. Die Farbung
typischer Kaferbliten ist meist unscheinbar, durcdas Vorherrschen von
cremefarbenen, grunlich-weil3en, weil3en, leicht gmkgelblichen oder braunlichen
Tonen (Bernhardt 2000; Dafni et al. 1990).

Dennoch gibt es Ausnahmen, wie etwa die Bluten ¢btohngilde” im
Mittelmeergebiet und im Nahen Osten, die eine rBtbung ihrer Kronblatter
aufweisen, allerdings keinerlei Reflexion im UV-Bmh (Dafni et al. 1990; Menzel &
Shmida 1993). Diese Bluten werden bevorzugt voneéafder Fam. Glaphyridae
besucht und bestaubt (Dafni et al. 1990; Bernha@dt0). Die ersten Hinweise, dass
Kéafer der GattunghAmphicoma Coleoptera: Glaphyridae) eventuell solche rot&iteh
bevorzugen kdnnten, stammen von Ivri (1985). Séileenung, dass Vertreter dieser
Gattung tatsachlich rote Bluten bevorzugen, stamitsin komplettem Widerspruch zu
den damals herrschenden Ansichten Uber die Campihiiep namlich dass Kaferbluten
typischerweise unscheinbare Farben besitzen (dfelpe3.1). Pollen ist die einzige
Belohnung, die Bluten der Mohngilde anbieten, wabtreentweder keine Nektar-
Sekretion vorhanden oder diese nur extrem gerindefni et al. 1990; Goldblatt et al.
1998). Ein weiterer Grund fir die Kafer, die Blutanfzusuchen, scheint auch in der
Suche nach Paarungspartnern zu liegen, wobei lee&dehlechter groRe Bliten im
Vergleich zu kleineren deutlich zu bevorzugen sobei(Dafni et al. 1990; Dafni 1997;
Keasar et al. 2009). Des Weiteren werden die Bliten den Ké&fern auch als
Schlafplatze genutzt (personliche Beobachtung s&mw&hnung in Horovitz 1991 und
Keasar et al. 2008). BAinemone coronariatwa wird davon ausgegangen, dass sowohl
der Offnungs- und SchlieBmechanismus des Perialthswuch dessen Farbung als
Anpassungen zu sehen sind, um den Bestaubern 8ctdafplatz mit Schutzfunktion
zu bieten, da im Inneren der Blite sowohl Temperatsi auch Feuchtigkeit reguliert

sind, wobei Kafer der Familie Glaphyridae bevorzimgsolchen Bluten Ubernachten,



die dunkle, wenig reflektierende Bluten aufweisere etwa solche mit roter Farbung
(Horovitz 1991).

Insgesamt besuchen allerdings nur sehr wenige #fen rote Bliten. Neben
einzelnen Vertretern der Glaphyridae, die vereinzek Bliten zu besuchen scheinen,
ist dieses Verhalten auch bei Vertretern des Triogliini (Scarabaeidae, Rutelinae)
beschrieben worden (Mayer et al. 2006; Picker &diegt 1996).

2. Tell I: Charakterisierung des Langwellen-Opsinaund der CO1-
Region
2.1. Einleitung
2.1.1. Das visuelle System der Insekten: Photopitgnend Phototransduktion
Phototransduktion findet bei Insekten in den Korralegen statt, die lichtempfindliche
Rezeptoren enthalten. Das Sehpigment, Rhodopsiringeleettet in spezialisierte
Membranabschnitte der Retinulazelle —, besteht ausem lichtabsorbierenden
Chromophor, welches sich fur gewohnlich ausciklRetinal oder aber in selteneren
Fallen aus 1Lis-3-Hydroxyretinal, Aldehyden von Vitamin A, herleit Die zweite
Komponente des Rhodopsins bildet ein Apoprotein p&if), welches durch die
sogenannte ,Schiff'sche Base" kovalent mit dem @iophor verbunden ist und zu den
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren z&ahlt. Opsine dumdh 7 transmembranehelicale
Doméanen charakterisiert, welche eine Tasche umlidaempfindliche Chromophor
herum bilden. Das Sehpigment selbst wird in denb@bmeren der Photorezeptorzellen
exprimiert (u.a. Briscoe 2001, 2002; Filipek et 2003; Salcedo et al. 2009; Seki &
Vogt 1998; Smith & Goldsmith 1990; Wald 1968).
Die Umwandlung von Licht in ein neuronales Sigmalierischen Sehzellen beginnt mit
der Absorption von Photonen durch die Sehpigmembelurch die Photoisomerisation
ausgelost wird. Dabei wird das tis-Retinal in alltrans-Retinal umgewandelt und im
Opsin eine Konformationsanderung ausgelost. DiesdeAing fiihrt zur Aktivierung
des heterotrimeren G-Proteins Transducin, was bioehemische Kaskade auslost,
welche schlussendlich eine Ausschittung von Neamstnittern nach sich zieht.
Infolge dieser Signal-Transduktionskaskade wird ddembranpotential der
Photorezeptorzelle verandert. Dem Nervensystem woddurch dieses elektrische
Signal Ubermittelt, dass Licht wahrgenommen wurdea.( Briscoe 2000, 2001;
Kouyama & Murakami 2008; Wakakuwa et al. 2004).
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Sehpigmente zeichnen sich durch charakteristisclagimale Absorptionsspektren
(Amax aus, die durch bestimmte Aminosaure-Seitenketteduliert werden kénnen,
wenn diese der bindenden Tasche des Chromophogsveadet sind. Die Aminosauren
des Opsins legen also gemeinsam mit dem Chromapbapektrale Empfindlichkeit
eines Photorezeptors fest (u.a. Briscoe 2001, 20@&kakuwa et al. 2004).

2.1.2. Spektrale Empfindlichkeiten im Insektenreich
Fast alle bislang untersuchten Insekten-Opsinerfai 3 spektrale Klassen: UV, Blau
und Grin (=Langwelle, LW). Diese genetischen Klasgecken sich sehr gut mit
physiologischen Einteilungen der spektralen Empith#eit bei Insekten. Das
Vorhandensein aller drei Photorezeptor-Klassenrimipven Insekten deutet darauf
hin, dass das trichromatische Sehen sehr frih amobsh und hochkonserviert ist
(Briscoe & Chittka 2001; Chittka 1997). UV- und Bl®psine weisen maximale
spektrale Empfindlichkeiten im Bereich von 300-468w. 400-500 nm auf. Die
Photorezeptoren von LW-Opsinen zeigen Empfindlidieke zwischen 480 und etwa
600 nm (u.a. Briscoe & Chittka 2001; Kelber 200&v@&nga & Arikawa 2006).
Allerdings weisen nicht alle Taxa alle drei Rezefyfeen auf oder aber haben mehr als
drei. Vor allem Rot-Rezeptorearnfax > 565 nm) sind im Insektenreich eher selten,
scheinen aber mehrmals unabhangig entstandenrz(Bseicoe & Chittka 2001). Diese
Entwicklung vollzog sich innerhalb der Odonata (Weinertzhagen et al. 1983; Yang
& Osorio 1991), Hymenoptera (u.a. Peitsch et aBP21XKretz 1979; Labhart 1986;
Wittmann et al. 1990), Coleoptera (u.a. Hasselmaf62; Martinez-Harms et al.
unveroffentlicht) sowie vermutlich mehrmals inndkhder Lepidoptera, wobei einige
Schmetterlings-Arten sogar mehr als einen Rot-Rezegufweisen (u.a. Arikawa et al.
1987; Bernard 1979; Bernard & Remington 1991; Bres& Chittka 2001; Eguchi et al.
1982; Frentiu et al. 2007a; Ichikawa & Tateda 19&2lber 1999; Kinoshita et al.
1999; Matic 1983; Paul et al. 1986; Qiu & Arikawd(3a, 2003b; Steiner et al. 1987;
Wakakuwa et al. 2004).
Da Rot-Rezeptoren unter Arthropoden insgesamt nsekten im speziellen eher selten
sind, kénnte ihre Existenz bei den Glaphyridaeeanén sekundaren Erwerb spéater im
Laufe ihrer Evolution hindeuten. Demnach ware eiarlést des Blau-Opsins bei

einigen Coleoptera-Arten durch das Entstehen von-Reaeptoren ausgeglichen
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worden, wodurch wieder trichromates Sehen mdoglidrew(Martinez-Harms et al.

unverdffentlicht).

2.1.3. Molekulare Daten zur Langwellen-PerzeptienKéfern
Neben den bereits in Kap.1 erwéahnten elektrophygisthen Daten liegen auch einige
Untersuchungen aus dem molekularbiologischen Bensae, wobei molekulare Daten
Uber LW-Opsine bei Kafern bislang ebenfalls eheltesesind. So wiesen etwa
Jackowska et al. (2007) be&iibolium castaneun(iTenebrionidae) ein UV- und ein LW-
Opsin nach, wohingegen der Blau-Rezeptor offenisathverloren gegangen ist. Ob es
sich bei diesem Langwellenrezeptor aber um eindinGoder Rotrezeptor handelt,
wurde bislang nicht naher untersucht. Diese Erkesatdecken sich allerdings mit
ERG-Daten der nahe verwandten Agnebrio molitor(Tenebrionidae), bei der Peaks
der Absorptionsmaxima nur im UV- und Langwellen-@eh nachgewiesen werden
konnten (Yinon 1970).
Oba & Kainuma (2009) untersuchtdruciola cruciata (Lampyridae) und fanden
ebenfalls Hinweise auf UV- und LW-Opsine. Wiederkonnte kein Nachweis eines
Blau-empfindlichen Rezeptors erbracht werden. Adase Erkenntnisse stehen im
Einklang mit einer vorhergehenden Studie, bei dex Autoren mittels ERGs
feststellten, dask. cruciata zwei Empfindlichkeitsmaxima im UV- und Langwellen-
Bereich aufweist (Eguchi et al. 1984).
Maksimovic et al. (2009) untersuchten die Opsin-€eonThermonectus marmoratus
(Dytiscidae) und fanden Hinweise auf zwei UV-Repeph und einen Langwellen-
Rezeptor. Wu (2008) wies b@iribolium confusumTenebrio molitorund Zophobas
atratus (alle drei gehéren zur Familie Tenebrionidae) édenUV- und LW-Opsine
nach. Der Autor geht von einem sehr frihen Verldets Blau-Rezeptors in der
Evolution der Schwarzkafer Ténebrionidag aus. Somit ware dichromatisches

Farbensehen ein anzestrales Merkmal dieser Familie.

2.1.4. Entstehungsmaglichkeiten fir Rot-Rezeptoren
Es gibt zwei Mdoglichkeiten, wie Rot-Rezeptoren &atentstehen kdnnen. Die eine
Mdglichkeit besteht in der Genduplikation des Gemeptors. Langwellen-Pigmente
haben sich durch Genduplikation diversifiziert imu@en wie etwa Primaten oder

Lepidoptera (Osorio & Vorobyev 2005). Trichromagshen entstand so zum Beispiel
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bei Altwelt- sowie Neuweltaffen durch unabhangigeiplikation des anzestralen
LW(Grun)-Opsin-Gens (u.a. Dulai et al. 1999; Nathd®99; Surridge et al. 2003).
Auch die 5 Hauptklassen der Vertebraten-Opsine sindch Duplikation eines
anzestralen Retinal-Opsins entstanden (u.a. Charal. €1995; Spady et al. 2006;
Yokoyama 1994).

Die Duplikation von Opsin-Genen ist v.a. auch untden Teleostei, den
Knochenfischen im engeren Sinne, weit verbreitgiafly et al. 2006). So konnten
Duplikationen aller 4 Zapfen-Opsin-Klassen bei neebn Taxa nachgewiesen werden
(u.a. Carleton & Kocher 2001; Chinen et al. 20038|d¥ et al. 2003, 2004; Hoffmann et
al. 2007; Matsumoto et al. 2006; Yokoyama & Yokogam990). Auch im
Insektenreich traten Duplikationen der Opsin-Geneereibs fruh in  der
Entwicklungsgeschichte dieser Tierklasse auf ($aé& Briscoe 2004). Vor allem
innerhalb der Lepidoptera lieRen sich bei vielerxal&@uplikationen einer oder
mehrerer Opsin-Klassen nachweisen (u.a. Arikawal.e2005; Briscoe 2000, 2001,
2002; Frentiu et al. 2007a; Kitamoto et al. 199&Rakuwa et al. 2004).

Die andere Mdglichkeit besteht im sogenannten ,spketuning”, welches fast immer
als Folge der Gen-Duplikation auftritt. Dabei wardedie spektralen

Empfindlichkeitsmaxima durch Substitutionen von Aopsauren an bestimmten
Positionen des Opsins so verédndert, dass diesenMagntweder in den kirzer- oder
langwelligeren Bereich geshiftet werden konnen. Ngetwirkungen des Chromophors
mit diesen entscheidenden Aminoséuren filhren danneinem Verschieben der
maximalen Empfindlichkeit (u.a. Briscoe 2001; @toh & Kocher 2001; Frentiu et al.
2007a; Yokoyama & Radlwimmer 1999, 2001; Zhukovgk¥prian 1989). Generell

scheint es so zu sein, dass Aminosaure-Positiordie, aullerhalb der 7

Transmembranbereiche liegen, keinen oder nur egjeengen Einfluss auf das Spectral
Tuning ausuben (Chang et al. 1995; Nathans eB86;1Yokoyama & Yokoyama 1990;
Yokoyama & Radlwimmer 1998).

Die spektrale Empfindlichkeit der Sehpigmente wird hohem Mald durch die
funktionelle Gruppe des Opsins bestimmt (Pichau@letl999). Aus diesem Grund
haben sich auch viele Autoren mit der ldentifizreyuvon Aminosaure-Positionen
beschaftigt, die entscheidend fur das Spectral nursind. Einzelne Aminoséaure-

Substitutionen kénnen dabei je nach ihrer Positiomd Interaktion mit dem
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Chromophor Shifts bis zu > 30nm bewirken (u.a. A&t al. 1994; Yokoyama 2000).
Ein bereits gut untersuchter Mechanismus fur Spkclfuning, besonders in
Vertebraten, ist der Austausch zwischen Aminosaurgarschiedlicher Polaritat in der
bindenden Tasche des Chromophors (u.a. Asenjo.el%l4; Neitz et al 1991,
Yokoyama & Yokoyama 1990).

Beispiele flur Anpassungen der Sehpigmente durcmAsdiure-Substitutionen sind u.a.
im Entstehen von Rot- und Grinsichtigkeit bei Ptenasowie dem Menschen zu
finden (u.a. Chan et al. 1992; Dulai et al. 199@jtNet al. 1991; Shyue et al. 1998;
Williams et al. 1992; Yokoyama & Radlwimmer 199&em Entstehen von UV-
Sichtigkeit bei Vogeln (u.a. Shi & Yokoyama 2003ilké et al. 2000; Yokoyama et al.
2000) sowie Shifts im Kurzwellenbereich bei andevamtebraten zwischen UV- und
Blausichtigkeit (u.a. Cowing et al. 2002b; Deelalet2003; Fasick et al. 2002; Parry et
al. 2004; Shi et al. 2001; Yokoyama & Shi 2000; ¥p&ma et al. 2006). Ebenfalls gut
untersuchte Beispiele sind Blau-VerschiebungenEtapfindlichkeit bei in grol3eren
Tiefen lebenden Fischen (u.a. Bowmaker et al. 18%nen et al. 2003; Cowing et al.
2002a; Hope et al. 1997; Hunt et al. 1996, 200kkoyama et al. 1999; Yokoyama et
al. 2007) sowie in grol3erer Tiefe jagenden Meerggma (Fasick & Robinson 1998,
2000). Weitere Beispiele fur Spectral Tuning siad &ntstehen der Grinsichtigkeit aus
ursprunglicher Rotsichtigkeit bei Mausen durch B&hifts (Sun et al. 1997),
Verschiebungen in den langerwelligen Bereich beauBRezeptoren bei Molchen
(Takahashi & Ebrey 2003) und Huhnern (Imai et a@97), sowie spektrale
Anpassungen bei Salamandern (Makino et al. 1999).

Unterschiede in der spektralen Empfindlichkeit zen dem Rot- und Griinrezeptoren
werden bei Vertebraten durch 5 bis 7 Aminoséurestifnent, die eine additive Wirkung
auszulben scheinen (Yokoyama & Radlwimmer 199%gdeamt unterscheiden sich
beim Menschen die rot- und grinempfindlichen Sempigte an 15 AS-Positionen, aber
vermutlich spielen nur 5-7 eine Rolle fir das Sp@ctuning, da diese innerhalb der
Transmembranbereiche liegen (u.a. Asenjo et ak;1di@rbs & Nathans 1993; Nathans
et al. 1986; Sun et al. 1997; Yokoyama & Radlwimh@®8, 1999). In typischen Rot-
Opsinen sind Positionen 180 durch Ser, 197 durch 7 durch Tyr, 285 durch Thr
und 308 durch Ala besetzt (Nummerierung entsprigioimo sapiensRot-Opsin)
(Yokoyama & Radlwimmer 1998, 1999, 2001). Fur dém# Rot-Shift zwischen dem
Grin- und Rotrezeptor sind vermutlich drei diesesitfonen — 180, 277 und 285 (die
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Positionen entsprechen 164, 261 respektive 285 iovin®@ Rhodopsin) —
hauptverantwortlich, da diese nahe am Chromoplegeh und zwischen den beiden
Rezeptortypen an jeder Position ein Austausch éin@nosaure mit unpolaren Resten
(im grinen Sehpigment) durch eine polare AminoséuteHydroxyl-Gruppe (im roten
Pigment) stattgefunden hat (Asenjo et al. 1994ji€chmidt & Harosi 1992; Merbs &
Nathans 1992, 1993; Neitz et al. 1991; Yokoyama é&kdfama 1990; Yokoyama &
Radlwimmer 2001).

Spectral tuning ist bei Vertebraten ein gut untelges Ph&nomen, bei Invertebraten
dagegen ist vergleichsweise wenig bekannt (BriQGf®; Britt et al. 1993). Allerdings
wurden vor allem im letzten Jahrzehnt mehrere $tudiber Spectral Tuning bei
Schmetterlingen publiziert (u.a. Briscoe 2000, 2A02; Chase et al. 1997; Frentiu et
al. 2007a, 2007b). Ebenfalls wurden UntersuchungerDrosophila melanogaster
durchgefihrt (Salcedo et al. 2009). Auch etwa U(Wetlusken (Bellingham et al.
1998), Hymenopteren (Spaethe & Briscoe 2004) sd@viestacea (Crandall & Cronin
1997; Cronin et al. 2000) wurden Untersuchungen 3pectral Tuning durchgefuhrt.

2.1.5. Fragestellungen
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fradkstgen zu beantworten versucht:

1. Zum einen sollte die Gen-Sequenz des LW-Opsins\antretern zweier Taxa
der Familie Glaphyridae molekular charakterisiegtaen.

2. Gibt es Hinweise darauf, dass es sich um einerReaeptor handelt? Wenn ja,
was war der entscheidende Mechanismus fir die éintsgy eines solchen?

3. Da die verschiedenen Kéaferarten oftmals schwiarigestimmen sind, sollte die
CO1-Region der in der Opsin-Analyse verwendetendBeKndividuen sowie
weiterer Kafer von den jeweils selben Fundortenusegiert werden, um in

zukinftigen Studien eine Artbestimmung zu erleiah{gBarcoding®).

2.2. Material & Methoden
2.2.1. Opsin-Gen-Sequenzierung
2.2.1.1. Versuchszeitraum, Versuchstiere

Die Versuche zur Opsin-Gen-Sequenzierung wurdenBrade Oktober 2009 bis Ende
August 2010 durchgefuhrt. Zur Analyse wurden 3 Kafler Fam. Glaphyridae

herangezogen. Ein Exemplar der APygopleurus diffususPetrovitz (fortan als
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Individuum Pygo A bezeichnet) wurde Anfang April 2010 von O. UniveP Dr.
Hannes Paulus am Hugel Kefala (Insel Kreta, Grielelmel) gefangen. IndividugPygo

C (ebenfallsPygopleurus diffusuBetrovitz) undeulasia E (Eulasia pareysseBrullé)
wurden von der Autorin selbst Anfang Mai 2010 ire$kalien, Griechenland, gefangen.
Individuum Pygo C wurde am Standort 8, Individuurkulasa E am Standort
.Mistkafer-Stelle* gefangen. FiUr den genauen Fuhdodehe Anhang, Tab.4. Die
Identifizierung der Individuen erfolgte mit freumcher Unterstitzung durch Dr. Guido
Sabatinelli.

Bei IndividuumPygo A wurde sofort nach dem Fang der Kopf entfernt, inARier®
(Sigma Aldrich) transferiert und nach der Heimkdigi -80°C eingefroren. Der
Restkorper wurde in 96% Ethanol konserviert. Irdiien Pygo C und Eulasia E
wurden lebend aus Griechenland mitgebracht, dur@lekeuthanasiert und bei -80°C

gelagert.

2.2.1.2. RNA-Extraktion
Folgende Methode nach Pamminger (2008) wurde zuA-Ektraktion angewendet:
Zuerst wurde der in RNAlater® (Sigma Aldrich) uneéi B80°C konservierte Kopf
(Pygo A) bzw. der komplette KérpePygo C undEulasia E) der Tiere aufgetaut. Bei

IndividuenPygo C und Eulasia E wurde danach der Kopf mit einem sterilen Skalpell
abgetrennt. AnschlielRend wurden die Kopfe in jeletnmL Eppendorf-Réhrchen mit 1
mL ,ISOL-RNA lysis reagent” (5 PRIME) transferiettnd mit einem Stol3el so gut wie
maoglich zerstoRen, um eine gute Homogenisierung gewdahrleisten. Die
homogenisierte Losung wurde fur 5 min. bei Raumtnaor inkubiert, um die
Auflésung der Nukleoprotein-Komplexe zu fordern.

Anschlie3end wurden 200 puL Chloroform hinzugefidgich dem Schitteln der Proben
fur etwa 15 sec. wurden sie 15 min. lang bei 4°€1Ri000 x g zentrifugiert (Sigma 1-
15K), was eine Auftrennung in 3 Phasen verursadatiee:oberste, RNA-beinhaltende
aquatische Phase, die mittlere weil3e Zwischenpbhadedie rote organische Phase
unten, die die DNA und Protein-Komponenten beirgtaltDie aquatische Phase wurde
vorsichtig mit einer Pipette in ein neues 1.5 mlp&pdorf-Réhrchen transferiert. 500
uL Isopropanol wurden der Losung zugesetzt undPdiden griindlich gevortext (IKA
Vortex Genius 3).
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Nach zehnmintiger Inkubation bei Raumtemperatwiden die Proben fir 10 min. bei
4°C mit 12.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand deairanschlieBend vorsichtig
verworfen und 1 mL 70% Ethanol zum am Boden desrét@ms klebenden Pellet
hinzugefiigt. Die Proben wurden umgehend fur 5 toé.Raumtemperatur mit 7.500 x
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRemmdett entfernt und das Pellet kurz
luftgetrocknet.

Danach wurde die RNA in 60 pL DNAse/RNAse freiem3skxr resuspendiert und 15
puL Aliuots umgehend bei -80°C eingefroren. Der R@ghalt und der
Verunreinigungsgrad der Proben wurden mit einenmPBaiometer 6131 (Eppendorf)
vermessen und die RNA-Konzentration sowie die 26@86nm- und die
260nm/230nm-Werte protokolliert.

2.2.1.3. cDNA-Synthese / Reverse Transkription

1 ng RNA wurde zur cDNA-Synthese eingesetzt. Vedeerwurde hierfur der ,Bio
Rad iScript cDNA Synthesis Kit* (Bio-Rad). Die 20_|Reaktionslosung beinhaltete

folgende Komponenten:

4 uL 5x iScripe&ction Mix

2puL oligo (dTyimAer

1ul iScript Rese Transcriptase

X ML RNA (Volumenelches 1 pg entspricht)

X ML 2B (Restvolumen, abhangig von der RNA-Menge)
Den Empfehlungen des Herstellers folgend wurdeLdsung mit einem Mastercycler
personal (Eppendorf) fir 5 min. bei 25°C inkubigefolgt von 60 min. bei 42°C und 5
min. bei 85°C.

2.2.1.4. Primer
1 PrimersetBeetle LW2 f+ Beetle LW6 rTab.2) lieferte Fragmente des Langwellen-
Opsins der untersuchten Kafer. Weitere Primer wuncerwendet, lieferten aber keine
Ergebnisse, deshalb werden jene Primer an dieske Sicht weiter erwahnt.
Beim Forward-PrimeBeetle LW2 fhandelt es sich um einen degenerierten Primer. De
zum Design dieses Primers herangezogene und daedizdt verdnderte PrimeDpa
LW1 § wurde urspringlich in einer anderen Studie (Ob&&numa 2009) bei der

Langwellen-Opsin-Charakterisierung vohuciola cruciata (F. Lampyridae, UF.
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Cantharoidea, UO. Polyphaga) eingesetzt. Durchnddiging dieser Sequenz mit einer
weiteren Sequenz vofhermonectus marmorats. Dytiscidae, UF. Caraboidea, UO.
Adephaga) sowie voitribolium castaneun{F. Tenebrionidae, UF. Cucujoidea, UO.
Polyphaga) im Programm ,BioEdit 7.0.0“ wurde dieSgimer so verandert und mit
wobblePostionen versehen (=degenerierter Primer), dasslre alle drei Kéfer-
Sequenzen passend wurde, um die Variation zwisdeanKéfern soweit als moglich
abzudecken. Die verwendeten Sequenzen stammenea@edbank (National Center

for Biotechnology Information, NCBI) (Tab.1).

Tab.1: Die Vergleichssequenzen fir die Primer-Aligments. Angefihrt sind die jeweiligen Taxa, mit
denen die Primer aligniert wurden, welcher Art 8equenz-Information war (genomisch oder mRNA)
und deren Genebank Accession Number.

Taxon Sequenz Genebank Accession Number
Tribolium castaneum Genomisch NW_001092827.1
Tribolium castaneum mRNA NM_001162519

Luciola cruciata mRNA AB300328.1
Thermonectus marmoratus MRNA EU921225.1

Beim Reverse-PrimeBeetle LW6 rhandelt es sich ebenfalls um einen degenerierten
Primer. Dieser wurde manuell anhand des Alignmealds beiden Sequenzen von
Tribolium castaneumund Luciola cruciata designed und an den entsprechenden
Positionen mitwobblesversehen. Die erwartete Produktlange des verwend@timer-
Paars lag bei etwa 400 bp.

Alle zum Einsatz gekommenen Primer wurden von dand& VBC Biotech (Wien)
synthetisiert. FUr weitere Details tUber die PrifBeetle LW2 owieBeetle LW6 siehe
Tab.2, fur ndhere Informationen tber die nicht lgriichen Primer siehe Anhang,
Tab.1.

Tab.2: Die erfolgreiche Primerkombination. lhre jeweilige Position in deTribolium castaneum
Sequenz (MRNA) ist in Basenpaaren [bp] angegebegeibkerierte PositionemvgbblePositionen) sind
grun markiert.

Primer- Primer-Sequenz Position in

Bezeichnung (5-3) MRNA [bp] Herkunft

Modifizierter Oba LW1f Oba

BeetleLW2f TACGTSCORGAAGGNAAYATGAC  580-602 ~ & Kainuma (2009),
Alignierung mitTribolium,

Luciola, Thermonectus

neu designed ausgehend vagn
Beetle LW6 r GCTTGTCTGTAYTTTGGATG 1006-1025  Alignment vonTribolium und

Luciola
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2.2.1.5. PCR, Aufreinigung, Sequenzierung
Der 20 pL Reaktionsansatz fur die PCR beinhalw@tgehde Komponenten:
2 uL dNTPs (Fentas)
2 uL Puffer (Ferntas)
0.1 puL Tag-PolymergBermentas)
0.5puL Forward-PrinBeetle LW2)f
0.5 uL Reverse-PrirtiReetle LW6 Y
1puL cDNA
13.9uL -8
Folgendes PCR-Programm mit den Thermocyclern reaé2oMastercycler epgradientS

(Eppendorf) bzw. Mastercycler personal (Eppendaetfide verwendet: 1 min. bei 94°C
(Initialdenaturierung), gefolgt von 35 Zyklen mitrin. bei 94°C (Denaturierung), 30
sec. bei 42°C (Annealing) und 1 min. bei 72°C ([glmton) mit einem abschlie3enden
finalen Elongationsschritt von 5 min. bei 72°C. Rieschlieliende Aufreinigung der
PCR-Produkte erfolgte mit 1 uL ExoSAP pro 5 pL RroBxoSAP wurde in jeweils
500 ul-Ansétzen hergestellt, bestehend aus 448kd@, 5 pl Exonuklease | und 50 pl
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) (alle Komponestammen von Fermentas).

Die Sequenzreaktion erfolgte in Form einer zyklestisequenzierung, beruhend auf der
Didesoxymethode nach Sanger. Verwendet wurde hideryBigDye Ready Reaction
Mix* (Applied Biosystems, ABI), der bereits Polynase, MgCl, Puffer, dNTPs und
fluoreszenzmarkierte ddNTPs enthalt, sodass nuth nBedmer, Sequenzierpuffer,
Template und ddD0 zugegeben werden mussten. Zusatzlich wurde zusatArstets
das Detergens Tween20 (verdinnt 1:100) zugegelsater JAnsatz wies dabei ein
Gesamtvolumen von 10 pl auf und bestand aus folgengomponenten: 1.5 pl
,BigDye Ready Reaction Mix", 1 ul Sequenzierpufféntl Primer, 1 pl Tween20, 3 pul
Template und 2.5 pl ddi@.

Die Sequenzierung erfolgte dabei stets sowohl inwkal- als auch in Reverse-
Richtung und wurde am Department fir Evolutionstmyeeé der Universitat Wien mit
einem ABI Automated Sequencer (Applied Biosysteni&d)Ason Mag. Dr. Johannes
Rath durchgefihrt.
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2.2.1.6. Phylogenetische Analyse

Die erhaltenen Sequenzen wurden zuerst einem BL3&reh der GeneBank
(National Center for Biotechnology Information, NJBinterzogen, um festzustellen,
ob es sich bei den Fragmenten tatsachlich um Alitsehdes LW-Opsin Gens handelt.
Anschlie3end wurden Neighbour Joining (NJ) Analygen drei im Laufe der Arbeit
erhaltenen Kafer Opsin-Sequenzen (Individéggo A, Pygo C und Eulasia E) sowie
weiterer 25 Opsin-Sequenzen anderer Insekten-Tasahgefihrt. Die entsprechenden
.GeneBank accession numbers® sind in Tab.3 angefubafir wurden alle
Aminosaure-Sequenzen zuerst mit dem Programm BioEd).0 aligniert und
anschlieend im Programm ,MEGA 4“ ein NJ-Baum (Ctetg Deletion, 1000
Replikate, unrooted, Bootstrap-Support > 50%) emet

Tab.3: Die fir die Erstellung des NJ-Baums herangemjenen VergleichssequenzenAngefihrt sind
die jeweiligen Taxa, die Opsinklasse (LW, UV, BlaBlau-Griin) und deren jeweilige Genebank
Accession Number.

Taxon Opsin GeneBank Accession Number
Tribolium castaneum LW NM_001162519.1
Tribolium castaneum uv XM_965251.1

Thermonectus marmoratus LW EU921225.1
Thermonectus marmoratus uvili EU921226.1
Thermonectus marmoratus uv2 EU921227.1
Luciola cruciata Lw AB300328.1
Luciola cruciata uv AB300329.1
Sphodromantis ssp. LW X71665.1
Papilio glaucus Rh1 LW AF077189.1
Papilio glaucus Rh2 LW AF077190.1
Papilio glaucus Rh3 LW AF067080.1
Papilio glaucus Rh4 LW AF077193
Papilio glaucus Rh5 uv AF077191.1
Papilio glaucus Rh6 Blau AF077192.1
Apis mellifera Lwi1 NM_001011639.2
Apis mellifera LwW2 NM_001077825.1
Apis mellifera Blau AF004168.1
Apis mellifera uv AF004169.1
Drosophila melanogaster Rh1 Blau-Griin K02315.1
Drosophila melanogaster Rh2 Blau-Griin M12896.1
Drosophila melanogaster Rh3 uv M17718.1
Drosophila melanogaster Rh4 uv NM_057353.3
Drosophila melanogaster Rh5 Blau U67905.1
Drosophila melanogaster Rh6 LW 786118.1
Schistocera gregaria Blau X80072.1

Um die variablen AS-Positionen im Opsin zwischem #&ferarten in Relation zum
Chromophor zu verdeutlichen, wurde ein Homologieellodusgehend von einer 3D-

Kristallstruktur des Rhodopsins voholigo forbesi (Hall et al. 1991; GeneBank
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Accession Number: X56788.1) erstellt. Dazu wurde Baogramm ,UCSF Chimera“
verwendet.

Abschlie3end wurde einschlagige Fachliteratur raslang bekannten Spectral Tuning
Positionen durchsucht. Die Suche umfasste dabdinghth sowohl Vertebraten als
auch vor allem andere Invertebraten, wobei besesdeéugenmerk auf andere Insekten
gelegt wurde, bei denen Spectral Tuning Sites beksimd. Die am interessantesten
erscheinenden Taxa wurden anschlielend alignietig(sAnhang, Abb.1 und Tab.3)
und die bekannten Spectral Tuning Sites aus derdtiir mit dem eigenen Alignment
abgeglichen, sodass die aus der Literatur stammer@esitionen zweifelsfrei
identifiziert werden konnten. Abschliel3end wurdés Aiminosauren an Positionen, die
bei Schmetterlingen daflir bekannt sind, einen Shiftlien Rotbereich zu bewirken
(Briscoe 2001) anhand ihrer biochemischen Eigerisahaaher betrachtet und mit den
an den entsprechenden Positionen bei den Kafetreerfden Aminosauren verglichen,
um zu priufen, ob es sich bei den LW-Opsinen dereK&m einen moglichen Rot-

Rezeptoren handeln kdnnte.

2.2.2. CO1-Region
2.2.2.1. Versuchszeitraum, Versuchstiere

Die Versuche zur Sequenzierung der mitochondrig¥dl-Region (Cytochtrome
Oxidase Subunit 1) wurden von Mitte Juli bis Endegst 2010 durchgefihrt. Hierbel
wurden ebenfalls die IndividudPygo A, Pygo C undEulasia E verwendet. Die Beine
der in Ethanol konservierten Korper wurden abgetremnd zur DNA-Extraktion
verwendet. Zuséatzlich wurde die CO1-Region von dreiteren IndividuenRygo B:
Pygopleurus diffusuBetrovitz,Pygo D: Pygopleurus diffusuBetrovitz uncEulasia F:
Eulasia pareysseBrullé) ermittelt. IndividuumPygo B stammt vom gleichen Fundort
wie Pygo A, wahrendPygo D undEulasia F von den gleichen Fundorten stammen wie
Individuum Pygo C respektiveEulasia E. Auch diese drei weiteren Individuen wurden
durch Dr. Guido Sabatinelli bestimmt. Fir Fotosejees Vertreters der analysierten
Taxa siehe Abb.1.
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Abb.1:Vertreter der untersuchten Taxa. Ganz links ein Vertreter der ARygopleurus diffusysaus
dem gleichen Fundgebiet wie die untersuchten lddemPygo A undPygo B. In der Mitte ebenfalls ein
Vertreter der ArtPygopleurus diffusumit anderer Farbung, dessen Fundgebiet mit dentnd@riduen
Pygo C undPygo D ubereinstimmt. Ganz rechts zu sehen ein VertogeArt Eulasia pareysseFundort
identisch mit dem der Individudtulasia E undEulasia F. Fotos: Martin Streinzer

2.2.2.2. DNA-Extraktion

Je 2-3 Beine wurden mit sterilem Skalpell und Pitez@bgetrennt und zur DNA-

Extraktion verwendet. Diese wurde mit dem auf ein8iica-Membran-Saulchen-
System basierenden ,DNeasy Blood & Tissue Kit* g@&n) durchgefihrt. Die jeweils
extrahierte Menge an genomischer DNA sowie der N®inigungsgrad wurden
wiederum mit dem BioPhotometer 6131 (Eppendorfinessen.

2.2.2.3. Primer
Die CO1l-spezifischen PrimantD8 (for; 5'-CCACATTTATTTTGATTTTTTGG-3)
und mtD12 (rev; 5-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3) wurden auseiner

Arbeit von Dubitzky (2005) dbernommen. Die erwat€troduktlange dieses Primer-

Sets lag bei etwa 850 bp. Die Synthetisierung dend? erfolgte ebenfalls Uber die
Firma VBC Biotech (Wien).

2.2.2.4. PCR, Aufreinigung, Sequenzierung
Der 20 pL Reaktionsansatz fur die PCR beinhal@tgehde Komponenten:
2 uL dNTPs (Fentas)
2 uL Puffer (Ferntas)

0.1 puL Tag-PolymergBermentas)
0.5 uL Forward-PrinfetD8)

0.5 uL Reverse-PrirfmetD12
0.2puL  DNA

14.7 uL -8
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Bei dem verwendeten PCR-Temperaturprogramm mit deatplex2 Mastercycler
epgradientS (Eppendorf) handelte es sich um folgend2 min. bei 95°C
(Initialdenaturierung), gefolgt von 5 Zyklen mit 3@c. bei 95°C (Denaturierung), je 1
Zyklus von 30 sec. bei 54/53/52/51/50°C (Annealimgdl 45 sec. bei 72°C (Elongation)
und danach 25 Zyklen mit 30 sec. bei 95°C (Denatung), 30 sec. bei 48°C
(Annealing) und 45 sec. bei 72°C (Elongation).

Die einzelnen Banden wurden anschlieRend unter Utvemem sterilen Skalpell aus
dem Elektrophorese-Gel ausgeschnitten und mit déengJET Gel Extraction Kit"
(Fermentas) aufgereinigt. Die Sequenzierung edolgich den gleichen Bedingungen
wie in Kap.2.2.1.5 beschrieben, allerdings untaestlsich die Mengenzusammen-
setzung des Reaktionsansatzes geringfugig: 2 (gD Ready Reaction Mix“, 1 ul
Sequenzierpuffer, 1 ul Primer, 1 pl Tween20 (1:1@0ul Template und 1 pl dgB.
Die Sequenzierung erfolgte jeweils sowohl in Fovaals auch in Reverse-Richtung.

2.2.2.5. Phylogenetische Analyse

Zuerst wurden die Sequenzen wiederum einem BLASAreBeunterzogen. Auch flr
die Analyse der CO1-Sequenzen aller 6 untersudhtéwiduen Pygo A-D, Eulasia E-

F) wurde ein NJ-Baum errechnet. Weitere 15 Sequermatherer Kafer, deren
.,GeneBank Accession Numbers® in Tab.4 aufgelisiat,s wurden in die Analyse

miteinbezogen.

Tab.4: Die fur die Erstellung des NJ-Baums herangemenen VergleichssequenzenAngefihrt sind
die jeweiligen Taxa, ihre systematische Zuordnungerhalb der Coleoptera sowie deren jeweilige
Genebank Accession Number

Taxon . GeneBank
Systematik Accession No.
Onthophagus rorarius Scarabaeiformia,Scarabaeidae,Scarabaeinae AY131929.
Anomala cantori voucher Scarabaeiformia,Scarabaeidae, Rutelinae DQ524408.1
Oniticellus fulvus Scarabaeiformia,Scarabaeidae,Scarabaeinae AY131910.
Eulasia sp. Scarabaeiformia, Glaphyridae EU084039.1
Milichus apicalis Scarabaeiformia,Scarabaeidae,Scarabaeinae AY131921.
Alissonotum simile voucher  Scarabaeiformia,Scarabaeidae, Dynastinae DQ524449.1
Dropephylla ioptera voucher  Staphyliniformia, Staphylinidae, Omaliinae DQ155920
Liatongus militaris Scarabaeiformia,Scarabaeidae,Scarabaeinae AY131908.
Proagoderus sappharinus Scarabaeiformia,Scarabaeidae,Scarabaeinae EF188223.
Tribolium castaneum Cucujiformia, Tenebrionidae EU048277.1
Philonthus alpinus Staphyliniformia, Staphylinidae, Staphylininae HN\3329.1
Xenopygus analis voucher Staphyliniformia, Staphylinidae, Staphylininae GUan4.1
Eubrianax edwardsii Elateriformia, Byrrhoidea, Psephenidae EU713556.1
Pyrochroa coccinea Cucujiformia, Pyrochroidae DQ222023.1
Hypotyphlus navaricus Caraboidea, Carabi(z)ade, Trechinae, Trechitae, HM009030.1
Bembidiini
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Bei allen bericksichtigten Taxa handelt es sich\tertreter der UO. Polyphaga, mit
Aullnahme der Aulengruppdypotyphlus navaricus(UO. Adephaga). Samtliche
Sequenzen wurden auf Nukleotidebene mit dem PragrgMEGA 4" aligniert und
daraus ein NJ-Baum (Complete Deletion, 1000 RefajkBootstrap-Support > 50%,
Aul3engruppédypotyphlus navaricyerstellt.

2.3. Ergebnisse

2.3.1. Opsin-Gen-Sequenzierung
2.3.1.1. Langwellen-Opsin-Charakterisierung

Die erfolgreiche PrimerkombinatidBeetle LW2 # Beetle LW6 lieferte ein Fragment
von 403 bp bei den IndividueRygo A und Eulasia E sowie von 356 bp bei
Individuum Pygo C. Versuche, mit dem anschlieBenden Design von segque
spezifischen Primern die vorderen Gen-Abschnitter aths 3’-Ende zu amplifizieren,
blieben erfolglos.

Das gewonnene Gen-Fragment deckte die Positionénl&f allen 3 Individuen) bis
959 (IndividumPygo C) bzw. 1006 (IndividuerPygo A undEulasia E) der LW-Opsin
MRNA vonTribolium castaneunauf Nukleotidebene ab. Fur das Nukleotid-Alignment
der drei gewonnenen Sequenzen siehe Abb.2. ZwistkerSequenzen der Individuen
Pygo A undPygo C waren Variationen an 6 Positionen erkennbar, withes zwischen
den IndividuenPygo A und Eulasia E 41 variable Positionen gab umygo C und
Eulasa E an insgesamt 32 Positionen variierten. Allerdimgass bericksichtigt
werden, dass die Sequenz von IndividuBygo C um ca. 50 bp kirzer ist als die der

anderen beiden Kafer
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Pygo A AGCTTGTGGTACCGATTATTTAAGTAAGAGCTGGGTGCACAAAAGTTACATCTTGGTCTACAGCGCGTTTGTCTACTTCT

PYOOo.C' v v wie i wiain vl o o an ale # W 4Ty B e W v e e e e i e e e ¢ R E A R
Eulagia B! wwn v wamwiamame Bls beggmeseh st veoweaerl Bilca mmesimde® s Eoguenean B i awmvarsisg o BaGi ' BasB
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s o fcaen | s s | e s 50| camnes | avesis e lmmveni] e [awsmn]in s mmeal] s s | mmw] [

PygoA TACCGTTGTTCACGATAATTTACTCGTACTGGTTTATAGTACAGGCCGTAGCCGCTCACGAGAAAGCAATGCGAGAACAA
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EulasiaE  ....A...ccu0en Bt wn e asadys B (ke B £ R R o SRR, ks i T
170 180 190 200 210 220 230 240

s s hoesen | g co |mumes|wes s Veeanlowse] spes D] n onslmses] s o |ames| \

Pygo A GCCAAAAAGATGAACGTTGCCTCGTTACGATCGTCCGACGCGAATGACACTAGCGCCGAATTCAAACTGGCAAAAGTTGC
PYEOE! ity i anir s s e e re s et T e e B o e e T R e
EUlaS8la'®! ...0L. s ww s i b GG g www ik i@ 4 B olBeils o8 waned B o 800w aw b vk P
250 260 270 280 290 300 310 320

s i a fsnaran | s s | svamere s s | aosnve | e | Bl | smoes [erewe e s || wn s || s s o)

Pygo A TCTGATGACGATCAGcCTGTGGTTTATGGCGTGGACGCCGTA'I‘CTGATAACAAATTATATCGGAATTTTCGAGACCGCCA
Pygo'C Tuid v e iin eisli o niaiainaini o peeiaiin B o dbaiesiiie ah s R e ae e e e
EuldsiaE Cus sBae s sia w@ua i Biod ke Wi sisn &8 & L e P e BEs v omiaRme e
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Pygo A ACATTACTCCCATGGGCTCCATCTGGTGTTCCGTATTCGCTAAGGCGAGCTCTGTTTATMTCCGATAGTCTATGCAATT

PRanil. | o5 se e Wi v el ERYs S vabeah iy e

EulasiaE ....C..... ok ciBigsie e ¢ Caka ek {50 Y o O - M o] ¢ S [PRETE S B ol e e 0% R
Pygo A AGT
Pygo C

Eulasia E

Abb.2: Alignment der Kafer-Sequenzen auf Nukleotidbene. Ubereinstimmungen mit der als
Vergleichssequenz herangezogenen Sequenz vonduodiviPygo A mit den jeweils anderen beiden
Sequenzen sind als Punkte dargestellt, bei Untiexdeh zur obersten Sequenz ist die jeweilige an der
betreffenden Position auftretende Base angefiihrt.

Das Alignment der drei Sequenzen auf Ebene der dsédmren ist in Abb.3 dargestellt.
Die obige Nukleotid-Sequenz kodierte insgesamtlLiB vollstdandige Aminosauren bei
Individuum Pygo A und fir 134 Aminosauren bei den Individueygo C und Eulasia

E.

Pygo A undPygo C unterschieden sich dabei (Nummerierung immer dignfent in
Abb.3 bezogen) an den Positionen A23V und D70E.etdohiede zwischen den
IndividuenPygo A undEulasia E waren an den Positionen D6N, H14D, V20A, V25M,
A68T, D70E, F75C, sowie M83V, M112L, F120L, A1218duA123T sowie S124G
festzustellen. Die IndividuerPygo C und Eulasa E wiesen — zumindest im
Deckungsbereich voPygo C mit den anderen beiden Sequenzen — die gleichen
Unterschiede auf wie die eben erwahnten zwiséhgo A undEulasia E, also an den
Positionen 6, 14, 20, 25, 68, 70, 75, 83 sowie B2 Positionen allerdings gab es
Abweichungen davon. An Position V23A gab es einegiatian, die zwischen den

Individuen Pygo A und Eulasia E nicht auftrat. Auf der anderen Seite wiesen die
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Individuen Pygo C und Eulasia E an der Position 70 beide ein E auf, wéahrend
IndividuumPygo A hier ein D aufwies.

™ V ™ VI
10 20 30 40 50 60 10 80
veveleana]ovea]oveclonealoeeelooaalonaeloneelocealocealonealovealeeaeloanalanael
Pygo A XACGTDYLSKSWVHKSYILVYSAFVYFLPLFTIIYSYWFIVQAVAAHEKAMREQAKKMUVASLRSSDANDTSAEFKLARY
Pygoc ..................... V ............................................ E ..........
Eulasia R  wens sl convdB aiBnie b b o sliiesie s ms nm st L e e e e B s W e et
™ VI ™ VII
90 100 110 120 130

e [emwm el aveee | aam | wann | e L] on o8 |9 saslaeae)

Pygo A ALMTISLWEMAWTPYLITNYIGIFETANITPMGSIWCSVFAKASSVYNPIVYAIS
Pygoc ................................ e

Eulasia E e . SR SRR S T R T ) | g0 ¢ T SO

Abb.3: Alignment der Kafer-Sequenzen auf Aminosaurebene. Ubereinstimmungen mit der als
Vergleichssequenz herangezogenen Sequenz vondadiviPygo A mit den jeweils anderen beiden
Sequenzen sind als Punkte dargestellt, bei Untiexdeh zur obersten Sequenz ist die jeweilige an der
betreffenden Position auftretende Aminosaure amgefDas ,X“ an der ersten Position steht fir ein
unvollstandiges Triplett. Die dunkelroten Linien eiib dem Alignment kennzeichnen die
Transmembrandoméanen. Diese wurden durch ein Alighmmét der Sequenz voRapilio glaucusRh3
nach Briscoe (2000) festgelegt. Die Transmembradchem | bis IV befinden sich vor dem vorliegenden
Sequenzabschnitt.

Bei Betrachtung der Aminosaure-Substitutionen nd@h Eigenschaften der einzelnen
Aminosauren (siehe Anhang, Tab.2) ergaben sich Sbemischen den Individuen
Pygo A und Eulasa E als auch zwischerPygo C und Eulasa E jeweils 11
Substitutionen, bei denen sich die Eigenschaftem dmzelnen Aminosauren
unterschieden. Interessant erschien vor allem destaisch zwischen polaren und
unpolaren Aminosauren, was an jeweils 7 Positigi2&n 68, 83, 112, 121, 123, 124)
stattfand, von denen sich alle bis auf Positionr68inem der Transmembranbereiche
befanden. Eine Substitution von einer Aminosaurd giner positiv geladenen
Seitenkette Fygo A und Pygo C) auf eine Aminosdure mit negativ geladener
Seitenkette Eulasia E) fand an Position 14 — aul3erhalb der Transmembraidhe —
statt (Abb.3).

Was die Zahl der synonymen Substitutionen betrstt,fanden sich 5 zwischen den
IndividuenPygo A undPygo C, wahrend zwischeRygo A undEulasia E 25 auftraten.
Die Anzahl der synonymen Substitutionen zwiscRggo C und Eulasia E schlief3lich

belief sich auf 20.
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2.3.1.2. Phylogenie der untersuchten Insekten-@psin

Die Opsin-Sequenzen der drei untersuchten Kafearfiem den Langwellen-Cluster der
analysierten Insekten-Taxa (Abb.4), was sich auch den Ergebnissen der
vorangegangenen BLAST-Suche deckte. Es hat sidh gereigt, dass die drei in der
eigenen Analyse untersuchten Kafer einen eigenast&linnerhalb des LW-Clusters
bildeten und somit, mit Ausnahme von Rh6 \mrmosophila melanogastesowie LW2
von Apis mellifera abgesetzt von den anderen Taxa waren. Allerdéngab sich vor
allem vom LW-Cluster ein schlechter Bootstrap-Supplste mit Bootstrap-Support <
50% fiihrten zur Kollabierung dieser Aste — dieschab interessanterweise bei den 3
Kafern Tribolium, Thermonectusund Luciola, sowie beiSphodromantis Rh4 von
Papilio oder LW1 vonApis Innerhalb des Clusters der drei eigenen Sequeragte
sich ein naheres Verwandtschaftsverhéltnis zwiscleenindividuerPygo A und Pygo

C als zwischen diesen beiden Individuen &udlasia E.

Tribolium castaneum LW

Sphodromantis ssp. LW

Thermonectus mammoaratus LW

Luciola cruciata LW

Papilio glaucus Fha
Apis mellifera LW
Papilio glaucus Fh2

Fd { Papilio glaucus Fhi
61 Papilio glaucus Rh3

a4 Eulasia E

100 — Pygo A

a7

Drosophila melanogaster RhB

Apis mellifera L2

— Drosophila melanogaster Rh1
@l Drosaphila melanogaster Rh2

Apis mellifera Blue

99 . .
Schistocera gregaria Elue

61 . Blau
L———— Papilio glaucus RhE

Drosaphila melanogaster Rha

Papilio glaucus Fha
100 4100: Drosophila melanogaster Rh3
51 Drosaophila melanogaster Rh4

Apis mellifera U uv

= =l — Thermonectus manmoratus U2

I Thermonectus mammoratus U1

Luciala cruciata UV
79l Tiibolium castaneum UV

Abb.4: Phylogenie der Insekten-Opsine.Die dargestellte Phylogenie basiert auf einem Brays
Consensus-Baum, beruhend auf 1000 Replikaten deghidrir-Joining (NJ) Algorithmus. Bootstrap-
Werte sind in Prozent angegeben. Die Analyse wuadke Bootstrap-Werte mit > 50% beschréankt,
wodurch die Aste mit niedrigeren Bootstrap-Wertaslldbierten. Die Spektralbereiche der einzelnen
Opsine sind in farbigen Balken dargestellt.
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Abb.5 zeigt das 3D-Modell der Kristallstruktur dBhodopsins vorlLoligo forbesi
Darauf geplottet sind die variablen Positionen e den 3 erhaltenen

Kafersequenzen.

Abb.5: Schleifenstruktur des 3D-Modells der Langwden-Opsine der Individuen Pygo A, Pygo C
und Eulasia E. Homologiemodell mit dem Rhodopsin vdmligo forbesi als Template. In blau
dargestellt ist dakoligo-Template, orange Bereiche kennzeichnen den Deskengich zwischeholigo
und der langsten erhaltenen Kéafersequenz. Der dBémneich stellt das Chromophor dar, wahrend die
roten Abschnitte variable Positionen zwischen deredgnen Kéfersequenzen andeuten.

2.3.1.3. Spectral Tuning Sites
Nach eingehender Literaturrecherche haben sichninékeSpectral Tuning Positionen

bei Schmetterlingen als am interessantesten fir dergleich mit den eigenen
Sequenzen erwiesen. Deshalb wird an dieser Statke rur auf diesen Vergleich naher
eingegangen. Vor allem Briscoe (2001) lieferte reimeeressanten Vergleichspunkt ftr
die eigene Analyse. In ihrer Arbeit namlich verglisie einerseits Aminosaure-
Substitutionen zwischeRapilio glaucusRh1 (Grin) undPapilio glaucusRh3 (Rot),
die einen Shift in den langerwelligen Bereich bé&tinaben kénnten. Andererseits
unternahm sie auch den Versuch, Positionen abzbglej die fur den Rot-Shift bei
Heliconiusverantwortlich sein konnten. Das eigens erstdlignment findet sich im
Anhang, Abb.1, die GeneBank Accession Numbers fingieh ebenfalls im Anhang,
Tab.3.
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Tab.5: Mit Verschiebungen der spektralen Empfindlidhleiten assozierte Aminoséaure-
Substitutionen. Samtliche hier untersuchten Positionen beziehdm aif Briscoe (2001). In der ersten
Spalte sind die von Briscoe angegebenen Positi@mgefuhrt, die homologe Position des Bovine
Rhodopsins bezieht sich auf eine Sequenz von Nei. €2010). Das eigens erstellte Alignment findet
sich im Anhang, Abb.1. Node 18 bezieht sich auf Bbdus Briscoe (2001). Angefihrt sind jeweils die
an den einzelnen Positionen auftretenden Aminosaswaie deren Eigenschaften laut Lehninger et al.
(1998). Ein ,-, bezeichnet Unterschiede in der @psinge zwischen den einzelnen Sequenzen, X"
bezeichnet Positionen, die bei den einzelnen Tata antersucht wurden. Die Abkirzungen A, B und C
bezeichnen die Kafdtygo A, Pygo C respektiveEulasia E.

Papilio Rh1 (530 Papilic Rh3 (575 Heliconius (550

l:zrcl.:otr; Boviss ,-\::_i‘::;’m nm) am) Beeile A, C, E nm) Node 18 (530 nm)
AS Eigenschaft AS Eigenschaft AS Eigenschaft AS | Eigenschaft AS | Eigenschaft
Unpolar, Unpolar, Unpolar,
160 186 210 A aliphatische v aliphatische A aliphatische - x
Seitenkette Seitenkens Seitenkens
Unpolar, Unpelar, Unpolar, 5 Unpolar,
166 192 216 L aliphatische | L | aliphatische L aliphatische | F ";’:?::: :f:‘ L | aliphatische
Seitenkette Seitenkette Seitenkette ) Seitenkette
Polar, Polar, Polar,
167 193 217 N ungelad ene 5 ungeladene 5 ungeladene X x
Seitenkene Seitenkete Seitenkerie
Pozitiv Posinyv Positiv Polar, Positiv
168 194 218 K geladene K geladene K geladene Q ungeladene K geladens
Seitenkene Seitenkens Seitenkene Seitenkerne Seitenkette
" Folar, : i :
' Aromatische ' , Aromatische Arcmatische ;| Aromatische
bicd o] o0 by Seitenkens B u:llgeladme W Seitenkette E Seitenketts W Seiterkette
Seitenkette
: Unpolar, Unpelar, Polar, :
171 197 21 F ‘:;‘e"l‘fe:j';ﬂ" L | aliphatsche v | aliphatische | § | ungelsdene | F “’g:l’::::ﬁ't‘
Seitenkette Seitenkette Scitenkette
Unpaolar, UnpoEr, Unpolar,
177 205 229 v aliphatische 1 aliphatische L aliphatische % x
Seitenkens Seitenkens Seitenkene
Unpolar, Unpolar, Unpolar, Unpaolar, Unpolar,
178 2068 230 A aliphatische A aliphatische | V/A aliphatische E aliphatische I aliphatische
Seitenkene Seitenkens Seitenkette Seitenkens Seitenkete
Unpolar, Unpolar, Unpaolar,
is1 209 233 I aliphatische v aliphatische AN aliphatische X X
Seitenkette Seitenkette Seitenkette
2 i = Unpolar, .
182 210 234 F Arcenatische | g | Aromatische F Aromatische | | ayuhaische | § | AYomatische
Seitenketne Seitenkete Seitenkene ‘Scli:::nkeug Seitenkette
185 213 237 T Arom atsche n Amaﬁsch: F .-\rlu_maﬁsd‘:e v An.lmrlﬁsdw r qua‘:iwh:
Seitenkemns Seitenkens Seitenkerns Seitenkene Seitenkens
Polar, Unpolar, Unpolar, Unpolar, Polar,
186 214 238 T ungelad ene L aliphatische L aliphatische A aliphatische 5 ungeladene
Seitenkette Seitenkette Seitenketis Seitenketie Seitenketie
Unpaolar, Unpaolar, .
189 217 241 A | aliphatische | G | aliphatische F: | Gmamehe | g X
Seitenkerns Seitenkene
Arcomatsche Aromaftische 7 Aromansche m
195 224 243 F Seitenkette W Seitenkette W Seitenkene X =
Negauv Negatv Negatw
235 - 277 E geladene D geladene D geladens X X
Seitenkeite Seitenkette Seitenketie
Polar, Unpolar, Unpolar,
255 274 312 T ungeladene A aliphatsche 1 aliphatsche X x
Seitenkette Seitenkette Seitenketts
Unpaolar, Unpolar, Unpelar,
261 276 314 I aliphatische v aliphatische 1 aliphatische X X
Seitenkens Seitenkene Seitenkene
Positiv Negativ
263 278 36 - - - K geladene E geladene
Scitenketic Seitenketic
Palar, Polar, Polar, Polar, Unpalar,
265 280 318 T ungeladene T ungeladene T ungeladene M ungeladene A aliphatische
Seitenkette Seitenkette Seitenkents Zeitenkerte Seitenkette
Polar, Unpolar, Polar,
266 282 320 T ungeladene ¥ aliphatische N ungeladene X x
Seitenkette Seitenkens Seitenkens
N Polar,
Unpaolar, Unpolar, :n?::l:i c::
270 286 324 L aliphatische v | aliphatische | ML L_"‘;m"lu X x
Seitenketie Seitenkerne :lliphadsché
Scitenketic
Unpaolar, Polar, Unpolar,
27 287 325 G aliphatische 5 ungeladene G aliphatische x X
Seitenkene Seirenketms Seitenkene

Tab.5 zeigt einen Vergleich der von Briscoe (208l$)Spectral Tuning Sites genannten
Positionen, die sich mit dem vorhandenen Abschihét eigenen Kafer-Sequenzen
decken. Es zeigte sich, dass den Rot-Shifts voarstsPapilio und andererseits
Heliconius unterschiedliche Mechanismen bzw. andere TunitgsS3ugrunde liegen
konnten. Betrachtet man namlich die Aminosauren imd Eigenschaften an den
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Positionen, die bei beiden Taxa in die Analyse imitezogen wurden, so zeigt sich,
dassPapilio Rh3 mehr Gemeinsamkeiten mit dem kurzerwelligedeNb8 aufzuweisen
scheint, als miHeliconius zumindest in dem analysierten Abschnitt.

Betrachtet man die Eigenschaften der Aminosauneasegenauer, so zeigte sich, dass
die Kafer-Sequenzen sich diesbeziglich an eineiti®os(189; Nummerierungen
nehmen Bezug auf Briscoe 2001) von den beiden niitksichtigtenPapilio-Opsinen
Rh1 und Rh3 unterschieden, wo anstelle einer ungmlaminosaure mit aliphatischer
Seitenkette bei den Kafern eine Aminoséure mit atesoher Seitenkette zu finden war.
An drei Positionen (170, 266, 271) unterschiedech sdie Eigenschaften der
Aminosauren der Kafer an den jeweiligen Positiomen denen bei Rh3, deckten sich
aber mit Rh1. An ebenfalls 3 Positionen (171, 138)) hatten die Aminosauren der
Kéafer die gleichen Eigenschaften wie die bei Rh@gerschieden sich aber von denen
bei Rh1l. Besonders Position 259 scheint dabei emsahteressant, da hier sowohl in
Papilio Rh3 als auch in der Linie von 510 nm Peecisnach 530 nm beVanessaine
Substitution einer polaren Aminosaure (S bzw. TycH eine unpolare Aminosaure (A)
stattfand (Briscoe 2001) und vermutlich einen Simftden langerwelligen Bereich
bewirkte. Homolog fand sich auch bei den Kaferndsser Position eine unpolare
Aminosaure.

Ebenfalls von Interesse erscheint auf den ersték Bluch Position 185, die sowohl
beim Menschen als auch bei Neuweltaffen homolodgPdsition 229 ist, wo eine F229I
Substitution einen Shift von 2 nm in Richtung d&¥-Bereichs bewirken soll (Shyue et
al. 1998). Auch mit Shifts in Richtung des kirzelligen Bereichs in LW-Opsinen bei
Krebsen wurden Parallelsubstitutionen an diesertiBosin Verbindung gebracht
(Crandall & Cronin 1997). BeHeliconius fand eine F185Y Substitution an dieser
Position statt (Briscoe 2001). Bei den untersuctéfern allerdings sowie auch bei

Papilio Rh3 fand sich an dieser Position ein F.

2.3.2. CO1-Region
Die Sequenzierung der CO1-Region lieferte ein wwaezwischen 785 und 815 bp
langes Fragment bei allen 6 zur Analyse herangemygelndividuen. Fur die
Alignments auf Nukleotid- bzw. Aminosdureebene sigknhang, Abb.2 respektive
Abb.3.
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Sowohl diese Alignments als auch der NJ-Baum (Ablzéigten eine deutliche
Aufspaltung zwischen den Individu&ygo A-D einerseits, und den Individu&ulasia
E-F andererseits. Bei naherer Betrachtung Pggo A-D schienPygo A weniger nahe
verwandt mit den anderen drei Individuen als diesgereinander. Am n&hesten
verwandt schienen die Individu&ygo B undPygo D. Nicht tiberraschend bildeten alle
6 untersuchten Kéfer einen eigenen Clusterdulasiasp..

Dadurch, dass der Schnitt bei Bootstrap-Wertenxv60% angesetzt wurde, ergab sich
eine Kollabierung der meisten Aste. Einzig der @usnit den Glaphyriden sowie der
Staphyliniformia-Cluster schienen einigermal3en ghbgesichert zu sein. Auch die
beiden Scarabaeiformellilichus und Liatongus wiesen ausreichenden Bootstrap-
Support auf.

—H o
91

Pyga D

Pyga C

Pyga A

Eulasia sp.

7 Eulasia E Scarabaeiformes
100 Eulazia F

Onthophagus

Oniticellus

Proagoderus

I Milichus a.
] EE— Liatongus m.

a7

Alissonatum

Oropephylla

| [ Fhionthus Staphyliniformia
ml— Xenopygus

Tribalium c. | Cucujifermia

Eubriarzx Elateriformia
Anomala c Scarabaeiformes
Pyrochroa Cucujiformia

Hypotyphlus

Abb.6: Phylogenie der untersuchten Insekten anhander CO1-Region.Die dargestellte Phylogenie

basiert auf einem Bootstrap Consensus-Baum, bedutein1000 Replikaten des Neighbour-Joining (NJ)
Algorithmus. Als AuRengruppe dientélypotyphlus navaricus Bootstrap-Werte sind in Prozent
angegeben. Die Analyse wurde auf Bootstrap-Werte >mb0% beschréankt, wodurch die Aste mit
niedrigeren Bootstrap-Werten kollabierten. FarbRgken markieren die Zugehdorigkeit zu einzelnen
Teilordnungen der Coleoptera.
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2.4. Diskussion
2.4.1.0psin-Gen-Sequenzierung

2.4.1.1. Langwellen-Opsin-Charakterisierung

In der vorliegenden Arbeit habe ich die ersten @48%&n-Sequenzen vermutlich
rotsehender Kéfer der Familie Glaphyridae préasentidersuche zur molekularen
Charakterisierung eines Langwellen-Opsin-Gens Bggopleurus diffusussowie
Eulasia pareyssdieferten ein etwa 400 bp langes Fragment vonneimalividuum von
Pygopleurus diffusugPygo A) sowie vonEulasia pareyssegiEulasia E) und ein etwa
360 bp langes Fragment eines weiteRmopleurus diffusugndividuums Pygo C).
Versuche zur Amplifizierung weiter 5° liegender G&hschnitte sowie des 3’-Endes
blieben allerdings erfolglos.

Sowohl auf Nukleotid- als auch auf Aminosaure-Ebanterschied sich die Sequenz
von IndividuumEulasia E weit deutlicher vorPygo A und Pygo C als diese beiden
untereinander. Da es sich bei sowohl Individu@ygo A als auchPygo C um Vertreter
der Gattund?ygopleurushandelt und bei IndividuurBulasia E um einen Vertreter der
Gattung Eulasia stellt sich dieses Ergebnis als wenig Uberrasthgar. Synonyme
Substitutionen fanden ebenfalls vergleichsweisdigéuzwischenEulasia E auf der
einen undPygo A/ Pygo C auf der anderen Seite, als zwisch&gygo A und Pygo C
selbst statt.

Wenn man nur die Aminosaure-Substitutionen berigbkigjt, an denen ein Austausch
zwischen polaren und unpolaren Aminosauren zwisclgndrei Sequenzen stattfand,
so fanden zwischen den IndividuBygo A undPygo C keinerlei solcher Substitutionen
statt, wahrend zwischdPygo A und Eulasia E an 7 Positionen (25, 68, 83, 112, 121,
123,124) derartige Substitutionen zu finden sinaj @awar an Positionen, von denen
alle mit Ausnahme von Position 68 in einem der $membranbereiche liegen.
Zwischen den IndividueRygo C und Eulasia E fanden an den Positionen 25, 68, 83
und 112 solche Substitutionen statt, nach Posiid® endete die Sequenz von
IndividuumC allerdings.

Auch eine Substitution zwischen Aminosauren mit ewstthiedlich geladenen
Seitenketten (positiv bzw. negativ) trat auf. Diéged an Position 14, aulR3erhalb der
Transmembranbereiche, statt, und zwar sowohl zwisaen IndividuerPygo A und

Eulasia E als auch zwischelRygo C undEulasiaE.
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Substitutionen zwischen Aminosauren mit bzw. ohngdrbixyl-Gruppe fanden
zwischenPygo A und Pygo C keine statt, zwischeffygo C und Eulasia E eine
(Position 68), wahrend zwischdtygo A und Eulasia E drei (68, 121, 123) solcher
Substitutionen stattfanden. Bei allen Substitutionges IndividuumEulasia E die
Aminosaure mit Hydroxyl-Gruppe auf. Zwei dieser i#oeen (121, 123) liegen in
einem der Transmembranbereiche.

Molekular charakterisierte LW-Opsin-Gene von Coleop sind bislang eher selten
(Jackowska et al. 2007; Maksimovic et al. 2009; @b&ainuma 2009; Wu 2008).
Deshalb kénnen die hier gewonnenen Sequenzen kaffewenigstens einen weiteren
kleinen Beitrag zum besseren Verstandnis diesedtrgppen Klasse und Uberhaupt dem
visuellen System der Coleoptera leisten, auch wesrsich nur um Teilsequenzen
handelt.

2.4.1.2. Phylogenie der untersuchten Insekten-@psin

Die drei Kafer-Sequenzen fielen in der NJ-Analysden Langwellen-Cluster, was sich
mit der vorangegangenen BLAST-Suche deckt. Esasigh in dieser Analyse, wie zu
erwarten war, dass die Opsinsequenz von Individutmlasa E weniger
Ubereinstimmung miPygo A undPygo C zeigt als diese beiden untereinander.

Es bildeten sich zwei klar getrennte Cluster: zuner ,UV-* und ,Blau-Opsine®, die
an einem Hauptast des Baums abzweigten, zum andieebW- und Blau-Grin-
Opsine (Rh1 und Rh2 vddrosophila melanogastei(Abb.4). Die Situation stellt sich
also so dar, dass die Blau-Griun-Opsine von Drosmptiiher mit den Langwellen- als
den Blau- und UV-Opsinen verwandt sein dirften, siah auch mit phylogenetischen
Analysen anderer Autoren deckt (u.a. Briscoe e2@0D3; Hsu et al. 2001; Maksimovic
et al 2009; Mardulyn & Cameron 1999). Allerdingsrwiar Bootstrap-Support im LW-
Cluster teilweise deutlich unter 50%. Interessaatbail ist, dass auch die drei Kafer
Tribolium, Luciola und ThermonectusNerte unter 50% aufwiesen. Die Grinde fur

dieses Phanomen sind unklar.

2.4.1.3. Spectral Tuning Sites

Spectral Tuning Ubt einen bedeutenden Einflussieufbsorptionsmaxima bestimmter
Opsine aus. Dennoch scheint nicht wirklich klar sgin, ob diesem Pha&nomen in

Vertebraten und Invertebraten die gleichen Mecmaars bzw. Positionen zugrunde
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liegen. Die wenigen vergleichenden Untersuchungemischen Insekten und
Vertebraten scheinen allerdings dahingehend zu ewgislass sich sowohl die
molekularen Grundlagen des Spectral Tuning als aiglverantwortlichen Positionen
in beiden Gruppen grundlegend unterscheiden di(fiemm Briscoe 2000; Britt et al.
1993; Chang et al. 1995; Gartner & Towner 1995).

So zeigte etwa der Vergleich zwischen bekanntenct&deTuning Positionen von
Vertebraten-Opsinen mit homologen Positionen inngaterlingen deutlich, dass sich
bei diesen die grin- und rotempfindlichen Sehpigmean den meisten dieser
Positionen nicht voneinander unterscheiden (Bris2660). Anstelle fand Briscoe
(2001) andere mogliche Spectral Tuning Positionen wverschiedenen
Schmetterlingstaxa. An drei dieser Positionen — 189 und 142 (Nummerierung nach
Briscoe 2001) — fanden Parallelsubstitutionen agsi Zsten statt, die zu Rotsichtigkeit
fuhrten, n&mlich beiHeliconius saraund dem duplizierten Opsin Rh3 mapilio,
wéahrend Aminosaure-Positionen (180, 197, 277, 288; Nummerierungen bezogen
auf Homo sapiens welche bei Vertebraten fiir den Unterschied ziescrot- und
grinempfindlichen Sehpigmenten verantwortlich sibdi Insekten wohl keine Rolle
bei der Diversifizierung zwischen Rot- und Grunsigkeit spielen durften, da sie in
Rh1 und Rh3 vonPapilio identisch sind, sodass bei Insekten tatsachliotheran
Positionen fiir den Unterschied verantwortlich seiissen (Briscoe 2000).

Des Weiteren war keine der gefundenen SubstitutioneHeliconius homolog zu
denen, die fur Shifts im Langwellen-Bereich bei lbgen, Homo sapiensoder
Neuweltaffen verantwortlich sind (Hsu et al. 200Auf dem Zweig, der zum in den
Rotbereich verschobenenHeliconiusOpsin fuhrte, fand an Position 185
(Nummerierung bezogen atieliconiug eine F zu Y Substitution statt (Briscoe 2001).
Diese Position entspricht Position 229 in Neuw&taf wo eine F zu | Substitution
einen 2 nm Rot-Shift verursacht (Shyue et al. 1998i)ch bei Krebsen scheint diese
Position im Spectral Tuning eine bedeutende Rollespielen (Crandall & Cronin
1997). Diese Position spielte in den eigenen Amalyallerdings keine Rolle. Derartige
Vergleiche zwischen Vertebraten und Invertebrat@mien sich allerdings dahingehend
als problematisch erweisen, da sich die Opsinelre@rtebraten sowohl strukturell als
auch funktionell in mehreren Aspekten von denen\tstebraten unterscheiden (u.a.
Britt et al. 1993; Townson et al. 1998).
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Unabhéngig von der eben erwdhnten Position, dieoBblwei Heliconiusals auch in
Vertebraten oder anderen Arthropoden eine Rollsmelen scheint, sind fur den Rot-
Shift beiHelconiusund Papilio Rh3 noch weitere Positionen von Bedeutung, wieaetw
70, 94 und 97 (Nummerierung bezogen auf die beRtdgmimetterlinge und entsprechen
den Positionen 115, 139 respektive 142 in Brisda@2), die bei Vertebraten dagegen
keine Rolle zu spielen scheinen (Briscoe 2001).0Bdsrs Position 94 scheint von
Bedeutung zu sein, da diese sehr nahe am Chrombegbund beide Linien hier eine
F (Phenylalanin) zu Y (Tyrosin) Substitution aufaen. Diese Substitution einer
Aminosaure ohne Hydroxyl-Seitengruppe (F) durcheefminosdure mit Hydroxyl-
Seitengruppe (Y) wurde auch bei Vertebraten eircBaleTuning-Effekt zugesprochen
(Briscoe 2001).

Andere Daten wiederum scheinen doch darauf hinaemeidass es zumindest gewisse
Parallelen zwischen verschiedenen phylogenetis@rappen geben kénnte. Salcedo et
al. (2009) etwa wiesen eine Aminoséaure-SubstitutroiRh6, dem LW-Opsin, sowie
Rh5, einem Blau-Opsin, voDrosophila melanogastean einer Position nach, die der
Position 292 im Bovine Rhodopsin entspricht und @awn Vertebraten als auch in
Drosophila Einfluss auf Spectral Tuning ausibt. MutageneseeErmente an dieser
Position haben gezeigt, dass A292S- oder S292A4Menabetrachtliche Blau- (bei
Tiefseefischen, u.a. Hunt et al. 1996, 2001) rehpelRot-Shifts (etwa bei Mausen,
Quastenflossern oder Meeressaugern) aufweisenHaséck & Robinson 1998; Lin et
al. 1998; Sun et al. 1997; Takahashi & Ebrey 20Gikoyama et al. 1999). Salcedo et
al. (2009) fuhrten mitDrosophila an der entsprechenden Position (Position 315 in
Drosophilg ebenfalls Mutagenese-Experimente durch und fanderch hier
betrachtliche Shifts. Diese Position scheint belesan Insekten — unter anderem auch
bei den untersuchten Kéafern — allerdings keinedRb#im Spectral Tuning zu spielen.
Briscoe (2001) mafd dieser Position bezuglich detineérot-Differenzierung bei
Schmetterlingen keine Bedeutung zu, da sowdpilio Rh1l als auch Rh3 an dieser
Position (entspricht Position 330 im eigenen Aligmty Anhang Abb.1) ein S
aufweisen, was auch bei allen drei untersuchteerk&er Fall ist.

Spaethe & Briscoe (2004) fanden in Hymenoptereon$tienen — 94, 97, 138, 185 und
186 (Nummerierung wie in Briscoe 2001) —, die hargatu bekannten Spectral Tuning
Positionen beim Menschen, bei Neuweltaffen, Krelisgr anderen Insekten sind. Die

Positionen 94 und 97 haben Auswirkungen auf Spetuaing bei Schmetterlingen

35



(Briscoe 2001), Krebsen (Crandall & Cronin 1997y BBienen (Briscoe 2002). F185Y-
Substitutionen, die Spaethe & Briscoe (2004) ebnfeorfanden, verursachen bei
Schmetterlingen und Krebsen einen Rot-Shift (Bes2001; Crandall & Cronin 1997).
Bei Neuweltaffen dagegen verursacht eine 1229F+8uben (die homologe Position
zu Position 185) einen Blau-Shift (Shyue et al.&)99

Von diesen 5 Positionen waren nur die letzten leide die eigene Analyse relevant,
da die anderen 3 Positionen vor dem gefundeneneBeghdbschnitt der Kafer liegen.
Position 185 (entspricht Position 237 im eigenerghent, Anhang Abb.1) scheint
zwar beiHeliconius einen Anteil am Rot-Shift zu haben, da ebenfaite &185Y-
Substitution vorhanden ist, dagegen scheint diesatien beiPapilio keine Rolle zu
spielen, da sowohl Rh1 als Rh3 ein F aufweisers(@g 2001), was sich auch mit den
drei untersuchten Kafern deckt. Position 186 (Rwsi238 im eigenen Alignment,
Anhang Abb.1) gestaltete sich dabei schon alsessanter, da sowohleliconiusals
auchPapilio Rh3 an dieser Position eine unpolare Aminosaufweasen, genauso wie
die drei Kafer, wahrend?apilio Rhl und Node 18 an dieser Stelle eine polare
Aminosaure haben. Wenn man nur nach dieser Pogjimye, kdnnte man spekulieren,
dass die spektrale Empfindlichkeit des LW-Opsing den untersuchten Kafern
durchaus ins Langerwellige verschoben sein kdrterdings konnen durch nur eine
einzige Substitution keine Aussagen bezuglich des pektsalen
Empfindlichkeitsbereiches getroffen werden. MutagEExperimente an dieser

Position mit einhergehenden elektrophysiologisddetersuchungen waren notwendig.

Wie stellt sich die Situation aber nun bei Betraolgt der eigenen Kafer-Sequenzen
genauer dar? Lassen sich aufgrund bestimmter AmimesSubstitutionen Aussagen
dartber treffen, ob es sich bei den sequenziertesindsenen um Grin- oder Rot-
Opsine handelt?

Ein seit langerer Zeit bekannter Mechanismus flec8gal Tuning ist der Ersatz einer
Aminosdure in der bindenden Tasche durch eine and&minosdure mit
unterschiedlicher Polaritat (u.a. Asenjo et al. 49Bleitz et al 1991; Yokoyama &
Yokoyama 1990). Veranderungen der Polaritat von nas@uren innerhalb der
~Chromophor-bindenden Tasche” des Opsins Uben zaispkiel einen Einfluss auf die
Verteilung der Elektronen innerhalb des Chromoplaars und fiihren so zur Diversitat

der spektralen Empfindlichkeitsmaxima (Honig etl&76).
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Betrachtet man die Aminosaure-Substitutionen antiBosen, die Briscoe (2001) als
entscheidend fiir die Entstehung der RotsichtigieitPapilio bzw. Heliconiusansah,
so ergaben sich 5 Positionen (186, 259, 266, 270; Rummerierung nach Briscoe
2001), bei denen ein Austausch zwischen polarerunpdlaren Aminosauren stattfand.
Alle diese Positionen liegen in einem der Transnramibereiche, mit Ausnahme von
Position 266.

Es scheint so zu sein, dass Aminosaure-Positionks, sich aul3erhalb der 7
Transmembranbereiche befinden, keinen oder zuntiridgsen grol3en Einfluss auf
Spectral Tuning austben (Chang et al. 1995; Natle@nal. 1986; Yokoyama &
Yokoyama 1990; Yokoyama & Radlwimmer 1998). Aussdi@ Grund hat Position 266
vermutlich keinen gréReren Einfluss auf Spectrahimg. Die anderen vier Positionen
konnten demnach eine Rolle spielen. Allerdings softhe elektrophysiologische
Untersuchungen oder Mutagenese-Experimente kemerklAussagen zu treffen, ob
diese Positionen tatsachlich eine Rolle im Speditaling spielen, da nicht wirklich
geklart ist, ob die untersuchten Kafer tatséchlich sehen. Fur Einschatzungen
bezuglich der Positionen 185 und 186 siehe weitbeno Die durchgefiihrten
Verhaltensversuche (siehe Kap. 3, Teil 1l) deutearzzumindest bei den untersuchten
Vertretern vorPygopleurusspec. auf vorhandene Fahigkeit zur Rotsichtighigif aber
ohne die erwéhnten zusatzlichen Untersuchungsmeithioléibt die Frage ungeklart.
Positionen-spezifische  Mutagenese-Experimente habkei den rot- und
grunempfindlichen Sehpigmenten der Vertebraten remhle wichtige Erkenntnisse
geliefert (u.a. Asenjo et al. 1994). Aufgrund seicMutagenese-Experimente sind die
molekularbiologischen Hintergrinde des Spectral ifginbei Vertebraten heute
weitgehend bekannt (Briscoe 2002). Auch im vorlretgn Fall kénnten solche
Experimente in Verbindung mit vorangehenden undhidgenden elektrophysio-
logischen Messungen klarere Aussagen ermdglichen.

Entscheidend scheinen auch Positionen zu seimatie am Chromophor liegen und an
denen je ein Austausch einer Aminosdure mit unpolaResten (im grinen
Sehpigment) durch eine Aminosaure mit Hydroxyl-Graip(im roten Pigment)
stattgefunden hat (Asenjo et al. 1994; Chan e1@92; Kleinschmidt & Harosi 1992;
Merbs & Nathans 1992, 1993; Neitz et al. 1991; Yy@hoa & Yokoyama 1990;
Yokoyama & Radlwimmer 2001). Ausgehend von den Bascoe (2001) untersuchten

Positionen haben sich 5 Positionen (167, 186, 28%, 271; Nummerierung nach
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Briscoe 2001) innerhalb der Transmembranbereiclgeben, an denen ein solcher
Austausch stattfand. Vier dieser Positionen dec&eh mit denen, an denen ein
Austausch zwischen polaren und unpolaren Aminosasi&ttfand. Allerdings scheint
dieser Mechanismus nach den vorliegenden Ergelmn@serteilen auf Insekten — oder
zumindest auf die untersuchten Taxa — nur bediogtizeffen, da Aminosauren mit
OH-Gruppe an diesen Positionen teils auchPmpilio Rhl vorkommen, wahrend
Papilio Rh3, Heliconius oder die untersuchten Kafer keine Hydroxyl-Gruppe
aufweisen. So weisen etwa an der bereits mehrfaghaten Position 186 sowohl
Papilio Rh1 als auch Node 18 polare Aminosauren mit Hyglr@®tuppen auf, wahrend
die rotsichtigen Opsine voRapilio Rh3 undHeliconius— wie auch die Kafer — eine
unpolare Aminosaure an dieser Position haben. Khargsagen lassen sich also auch
diesen Aspekt bertcksichtigend nicht treffen.

Betrachtet man nur die Kafer-Sequenzen unter diedeem genannten Gesichtspunkt
des Austauschs von Aminosauren mit bzw. ohne HydrGxuppen, so fanden sich
innerhalb der Transmembranbereiche zwei Substitetiosolcher Art zwischen den
Individuen Pygo A und Eulasia E, bei denen in beiden Fallen die Aminosaure mit
Hydroxyl-Gruppe bei IndividuunEulasia E — Eulasia pareysset+ auftrat. Es gibt
mehrere mogliche Erklarungsansatze. Einerseits getade vorhin festgestellt, konnte
es wahrscheinlich sein, dass dieser Mechanismirslsgertebraten oder Insekten nicht
funktioniert, dass also nicht zwangsweise das @¢hpigment an entscheidenden
Positionen die Aminosauren mit Hydroxyl-Gruppe aeisen muss. Andererseits
konnte es natirlich auch sein, dass diese erwahRtsitionen Uberhaupt keinen
Einfluss auf Spectral Tuning ausuben. Wiederum k&mnhier nur Mutagenese-
Experimente in  Kombination mit elektrophysiologisch Datenerhebung
aufschlussreiche Antworten liefern.

Ein weiterer Punkt kbnnte sein, daslasia pareysseeventuell tatsachlich einen Rot-
Rezeptor besitzt. Bei einem weiteren Vertreter @attung Eulasia —Eulasia
pietschmanni— wurde vor kurzem ein Rot-Rezeptor durch ERGshgewiesen
(Martinez-Harms et al. unveroffentlicht). Dieser daeke scheint also gar nicht so
abwegig zu sein. Andererseits haben eigene Fahfalsuche (siehe Kap.3.3.4)
ergeben, dasBulasiakeine ausgepragte Praferenz fur die Farbe Rotaberhscheint,
wahrendPygopleurusdie Farbe Rot allen anderen Farben gegeniber haytoDiese

Versuche haben sich auch mit persdnlichen Beobaghtu gedeckt, dasBulasia
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vorwiegend auf gelben Bliten sitzen, wahrd?ybopleurusbevorzugt auf den roten
Bliten rasten und nach Partnern suchen. Aus diEsesache heraus wére eher zu
erwarten, dasBygopleurusinen Rot-Rezeptor aufweist &slasia Ein erschwerender
Faktor neben den fehlenden elektrophysiologischatemdzu den untersuchten Kafern
sowie dem Nichtvorliegen von Mutagenese-Datenushalie kurze Fragmentlange des
gefundenen Sequenzabschnitts der Kafer. Transmebdneiche I-IV fehlen leider
komplett. Dieser Punkt stellt insofern ein erschemeles Hindernis dar, da viele der
bekannten Spectral Tuning Positionen vor dem Semieschnitt liegen, der in der
eigenen Analyse zur Verfigung stand. Nur bei Aloflealler — zumindest im
Insektenreich — bekannten Spectral Tuning Positicieer das gesamte Gen hinweg
waren zuverlassigere Aussagen maoglich.

Auch sind zum Spectral Tuning bei Kéfern bislangmkeine Daten vorhanden, sodass
die entscheidenden Mechanismen und eventuell nifigl®pectral Tuning Positionen
vollkommen unbekannt sind. Auch die vorliegended&tikann leider nicht viel zur
Klarung dieser Fragen beitragen, bietet aber votite einen Ansatz- bzw.
Ausgangspunkt, um in Zukunft in weiterfihrendendstn die drei entscheidenden
Komponenten zur Aufklarung der Mechanismen des t&detuning zu kombinieren,
namlich elektrophysiologische Messungen, Opsin-Gharakterisierung sowie

Mutagenese-Experimente.

2.4.2. CO1-Region

Von allen 6 in die Analyse miteinbezogenen Indie@dukonnte ein durchschnittlich
etwa 800 bp langes Fragment sequenziert werdenNDiAnalyse ergab, dass alle 6
untersuchten IndividuenPygo A-D, Eulasia E-F) am nachsten miEulasia sp.
verwandt zu sein scheinen, zumindest bei Betraghti@s verwendeten Markers. Da es
sich bei allen diesen Vertretern um Mitglieder d@milie Glaphyridae handelt, ist
dieses Faktum nicht weiter Uberraschend. Ebenfatist weiter Uberraschend ist die
Tatsache, dass die IndividuBnlasia E undEulasia F (beideEulasia pareyssgindher
mit der Sequenz voikulasia sp. clustern al¥’ygo A-D (Pygopleurus diffusys da
erstere zur gleichen Gattung gehdren wie die vielgdede Sequenz aus der Gene
Bank. Allerdings scheint es sich bei der Sequerzdmr Genbank einerseits und den
eigenen beiden Individuen andererseits nicht um giisgche Art zu handeln, oder

mindestens um eine andere Unterart. Auffallig wemsn die IndividuernPygo A-D
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betrachtet ist wiederum, dass die CO1 Sequenz noividluum Pygo A sich deutlich
von denen von IndividueRygo B-D unterscheidet, obwohl laut Bestimmung durch Dr.
Guido Sabatinelli alle 4 Individuen Vertreter dert APygopleurus diffusussind.
Erklaren liel3e sich dieses Faktum eventuell dagaiss es sich bei IndividuuRygo A
um eine andere Unterart handeln kdnnte. Insgesairg s moglich, dass es sich bei
den IndividuerPygo A-D um mehrere verschiedene Unterarten handelntedrvas die
in der NJ-Analyse aufgetretenen Diskrepanzen und téds niedrigen Bootstrap-
Support erklaren konnte.

Insgesamt ergaben sich teils sehr niedrige Boptstfarte, sodass die durch die NJ-
Analyse gewonnenen Verwandtschaftsbeziehungen misitht zu betrachten sind.
Versuche, bei der Datenauswertung nur Werte Ubé&6 G®ootstrap-Support zu
bertcksichtigen, fihrten zur Kollabierung des Bauni3a ein sehr breites
taxonomisches Spektrum an Coleoptera in die Analygeinbezogen wurde — als
AulBengruppe wurde sogar ein Mitglied einer andetsmierordnung verwendet —
konnten die teils sehr niedrigen Bootstrap-Wertenavell durch eine sehr hohe
Sensibilitat des Markers COL1 erklarbar sein. Eindey Cluster der untersuchten
Staphyliniformia schien neben den Glaphyridae neidigermal3en gut abgesichert zu
sein.

Dabei scheint die eindeutige Identifizierung eineel Taxa gerade in Zeiten
zunehmender Umweltproblematiken an immer gréRersteBtung zu gewinnen, da
diese fur verschiedenste Biodiversitatsstudien oderterhaltungsmalRnahmen
unerlasslich scheint. Allerdings ist die Identiéizing einzelner Taxa nicht nur
zeitaufwandig, sondern setzt auch weitreichendé@kemtnisse voraus (u.a. Hajibabaei
et al. 2007; Monaghan et al. 2005; Raupach ettdl0R Aus diesem Grund scheint der
Einsatz molekularbiologischer Barcoding-Methodem @elversprechender Ansatz zu
sein, mit wenig Zeitaufwand eine eindeutige Idéngfung der untersuchten Taxa zu
gewahrleisten (Hebert et al. 2003; Pereira et@G82Waugh 2007).

Mitochondrielle Marker scheinen aufgrund ihrer Eigehaften besonders geeignet fir
molekularbiologische Analysen zu sein, da sie fas$schlie3lich maternal vererbt
werden und hohe Substitutionsraten, dafir aber ekdRekombination aufweisen
(Ballard & Whitlock 2004; Ballard & Rand 2005). Alidings weisen mitochondriale im
Vergleich zu nukledren Markern auch bestimmte Nalhtiuf. So ist der Einsatz von

Barcoding zum Beispiel darauf angewiesen, dasaspazifisch nur geringe Variation
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der mitochondrialen DNA vorliegt, wéhrend intersfiszh eine klare genetische
Differenzierung vorliegen sollte, was allerdingsneswegs immer der Fall ist (Meyer
& Paulay 2005; Raupach et al. 2010; Wiemers & Ee@007). Ein weiteres Problem
ergibt sich, wenn nukleare mitochondrielle Pseudeg®umts) mitamplifiziert werden
(u.a. Hazkani-Covo et al. 2010; Pamilo et al. 20831 g et al. 2008). Dennoch scheinen
die Vorteile mitochondrieller Barcoding-Methoderm dNachteile zu Uberwiegen.

3. Teil II: Blutenpraferenz und Bestaubungsbiologiebei Kafern der

Gattung Pygopleurus (Glaphyridae)
3.1. Einleitung
3.1.1. Bluten der Mohngilde und ihre Bestauber
Im Mittelmeergebiet sind rote Bluten bei den GaggmAnemong Papaver Tulipa,
RanunculusGlauciumund Adonis haufiger vorzufinden, deren Hauptbestauber Kafer
der Familie Glaphyridae sind. Auffallig an dieseten Bliten der Mittelmeerregion ist,
dass sie keine UV-Reflexion aufweisen (s.0.). Ing&msatz dazu weist z.Bapaver
rhoeas aulRerhalb des Mittelmeerraums durchaus UV-Refiexaof, dort wird er
allerdings von Bienen bestaubt (Dafni et al. 1998umer 1958; Proctor & Yeo 1973).
Die o.g. Pflanzenarten werden auch als ,Mohngildasammengefasst, wegen ihres
dunklen Blitenzentrums, das entweder durch die bg&féRe selbst Ahemone
Ranunculus Adonig oder eine Farbung des Periantiagaver Tulipa, Glaucium
gebildet werden kann. Weitere Gemeinsamkeiten sgimd radidrsymmetrischer
Blutenbau mit grol3en, schalen- oder becherférmijéten und ihr — zumindest fur den
Menschen — nahezu fehlender Duft (Dafni et al. 2990
Andere Arten dieser Pflanzengattungen haben aulBed®s Nahen Ostens und der
Mittelmeerregion meist deutlich kleinere Bliten umdisen fur gewohnlich keine roten
Bluten auf. Zusatzlich sind rote Bliten extrem eselim 6stlichen Mittelmeergebiet.
Nur sechs Arten aul3er den Arten der ,Mohngildeleldferen im Rotbereich (Keasar et
al. 2009; Menzel & Shmida 1993). Weiters stellteafr) et al. (1990) fest, dass ein
starker Schwarz-Rot-Kontrast, durch das dunkel rggdaBlitenzentrum gebildet, die
Bluten fir die Kéfer noch attraktiver macht. Imthesen Europa fehlt dieses schwarze
Zentrum dagegen zumeist.
Diese Beobachtungen deuten auf eine Co-Evolutionschen Pflanzenarten der

.Mohngilde* und ihren Bestdubern aus der Famili@ @daphyridae im 6stlichen
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Mittelmeergebiet hin. Das Hauptvorkommen von rotBliten der ,Mohngilde*
Uberschneidet sich dabei in dieser Region mit eibeversitatszentrum der Gattungen
Eulasia und Pygopleurus (= ,Amphicoma“ sensu Dafni et al. 1990), die sich
ausschlief3lich von Pollen ernéhren und die Haupibbser dieser Bluten sind (Dafni et
al. 1990; Keasar et al. 2009). Alleine in der @biin Mittelmeer-Region belduft sich
die Zahl der Vertreter der Glaphyridae auf 3 Gajammit insgesamt 45 Arten (Keasar
et al. 2009).

Dafni et al. (1990) stellten fest, dass Kafer daett@gAmphicomarote, geruchslose
Plastikbecher, die als Blutenmodelle verwendet wnydallen andersfarbigen
angebotenen Bechern deutlich vorzogen. Etwa 87 ©gefangenen Kafer fanden sich
in den roten Bechern wieder, die restlichen 13 %ewanehr oder weniger gleichmalig
auf die anderen Farbmodelle (blau, gelb, grin,mreweil3) verteilt. Die Wahl der Kéafer
fur rote Bluten scheint dabei angeboren zu sein. IEiormationsaustausch zwischen

den Kéfern scheint dabei keine Rolle zu spielefr{DER97).

3.1.2. Blutenfarbpolymorphismus
Es stellt sich die Frage, welchen Einfluss die &tfiirbe nun tatsachlich auf das
Verhalten ihrer Bestauber, in diesem Fall auf dietetsuchten Vertreter der
Glaphyridae, ausubt. Vorherige Beobachtungen ergatsss Arten ddRanunculaceae
einen teils ausgepragten Farbpolymorphismus auéndis.a. Horovitz & Zohary 1966;
Horovitz 1976). Horovitz (1976) sieht den Grund fien Farbpolymorphismus der
GattungAnemonen edaphischen Faktoren begriindet.
Anemone pavoninatwa kann in Nord-Griechenland in den Morphen liat,und weif3
— mit mehreren Zwischenstufen in rosa (= rot mitalBinteil) — auftreten.
Interessanterweise durfte die rote Morphe eherigferen Lagen vorkommen und
Uberwiegend von Kafern der GattuRygopleurusbesucht werden, wahrend die lila
Morphe eher in h6heren Lagen aufzutreten scheititvonwiegend von Bienen besucht
werden durfte (persdnliche Kommunikation Hannedwa& Johannes Spaethe).
Die Farbstoffe in den Blitenblattern v@xnemone coronariasind drei funktionelle
Gruppen der Anthocyane, namlich Pelargonidin, Deidin und Cyanidin (Harvey
1971; Saito et al. 2002; Toki et al. 2001). Antyante (gr..anthos= Blume,kianos=
blau) sind die wichtigsten Pigmente der Gefal3pBanDiese Pigmente verursachen die

orange, rosa, rote, violette oder blaue FarbungBtigen und Frichte vieler Pflanzen.
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Sie gehdren zu einer weitverbreiteten Klasse vanBlerbindungen, den Flavonoiden
(Castafieda-Ovando et al. 2009; Kong et al. 2008)hdcyan andert je nach pH-Wert
die Farbe. Bei pH-Wert 1 herrscht rote Farbe (Rlawy-Kation) vor und tragt zu roter
oder violetter Farbung bei. Bei Werten zwischem@ 4 herrscht die chinonartige blaue
Farbung vor, bei Werten zwischen 5 und 6 treteni zarblose Verbindungen auf. Bei
pH-Werten > 7 degradieren die Anthocyane in Abhdkagt ihrer jeweiligen
Substituentengruppe. Bei basischeren pH-Wertemtstir Anteil der blauen Form,
wahrend bei saurereicheren Verhaltnissen die ratenFdominant ist (Castafieda-
Ovando et al. 2009; Cooper-Driver 2001).

Farbpolymorphismus in Bezug auf unterschiedlichétéifarben scheint bei vielen
Taxa verbreitet zu sein. Viele Autoren gehen daaws, dass der Farbpolymorphismus
durch die jeweiligen Bestauber aufrechterhaltendwida viele von ihnen deutliche
Farbpraferenzen zeigen und oft Farbkonstanz audwdidones & Reithel 2001; Lack &
Kay 1987; Stanton 1987). Aber auch Herbivore komn&nen Einfluss auf die
Aufrechterhaltung des Farbpolymorphismus ausubenr(let al. 2003).

Auch weitere Faktoren kénnten eine nicht zu unteiszende Rolle spielen. So fanden
etwa Schemske and Bierzychudek (2001), dass Niddagsmenge negativ korreliert
ist mit Fortpflanzungserfolg bei der blauen Morph®n Linanthus parryae
(Polemoniaceae), aber einen positiven EinflussddanfReproduktionserfolg der weil3en
Morphe ausubt. Linanthus parryae ist ein gut untersuchtes Beispiel fir
Farbpolymorphismus, ebenso wie die moglichen Euki§sansatze fir den
Farbpolymorphismus innerhalb dieser Art enorm divar sein scheinen (u.a. Epling &
Dobzhansky 1942; Schemske & Bierzychudek 2001, 2@001ght 1943). Ein einziges
Gen scheint die Blutenfarbe vamanthuszu bestimmen, wobei die blaue im Vergleich
zur weilden Morphe die dominante Form darstelltifigpét al. 1960).

Auch andere Blutenpflanzen weisen teils ausgepndgsbpolymorphismus auf. Ein
weiteres gut untersuchtes Beispiel ist etp@moea purpureadie Purpur-Prunkwinde,
welche pinke, blaue und weil3e Morphen aufweist (@pperson & Clegg 1986, 1987).
Die Farbverteilung zwischen blau und pink scheiatctd nur einen einzigen Locus
determiniert zu sein, wahrend der Anteil der Pigneeang der Kronblatter durch einen
zweiten Locus bestimmt wird (Ennos & Clegg 1983griviutungen gehen dahin, dass
die Verteilung des weil3en Genotyps durch Selektiod Mutation festgelegt wird
(Brown & Clegg 1984). Die weil3e Morphe wird daben avenigsten haufig von
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Hummeln, den wichtigsten Bestaubern der Pflanzeudig und weist, wenn sie den
anderen Morphen gegentuber in der Minderheit istingere Auskreuzungsraten auf
(Brown & Clegg 1984; Epperson & Clegg 1986, 1987).

Polymorphismus der Corollaféarbung wird zumeist tiukéutationen an Loci ausgelost,
die die Pigmentsynthese regulieren. Beispiele dafiid etwaAnemone coronaria

(Horovitz & Zohary 1966) odelpomoea purpuredEpperson & Clegg 1987). Dieser
Polymorphismus koénnte sich dann Uber Genfluss hwisc den Populationen

ausbreiten, so nachgewiesen etwRImox drummondi{Levin & Schmidt 1985).

3.1.3. Fragestellungen
Ziel der Untersuchungen war:

1. Die Quantifizierung des Anteils der roten, lila bzweil3en Farbmorphen von
Anemone pavonine verschiedenen Hohenstufen an den Hangen despSlym
Nord-Griechenland.

2. Zu bestimmen, welche Blitenbesucher auf den eiemelfrarbmorphen
vorzufinden sind.

3. Zu testen, welche Farbe in Wahlversuchen von Merimgpollenfressender bzw.
blutenbesuchender Kéafer — besonders VertreternGilgohyridae — bevorzugt
werden, und

4. welche Farbmorphe Bienen beim Sammeln von Polleh & pavonina

bevorzugen.

3.2. Material & Methoden
3.2.1. Untersuchungsgebiet und -zeitraum
Durchgefiuhrt wurden die Untersuchungen vom 26.4. im 2.5.2010 in Nord-
Griechenland, Thessalien, in der Nahe der StadésBfea an den Hangen des Mt.
Olympus und an einem weiteren Standort einige Kdtanaul3erhalb von Elassona, als
.Helene_1“-Stelle bezeichnet. Die genauen GPS-Kioatdn (Garmin Vista Extrex)
sowie die Hohenlage und die Hangausrichtung deze&ien Untersuchungsstandorte

sind im Anhang, Tab.4 angefuhrt.
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3.2.2. Anemone pavonina
Anemone pavoninaLam. (Pfauenanemone; Abb.7) gehort zur Familie der
Ranunculaceae und hat 7-12 breitere Blutenhuldlamhit oftmals gelben oder weilen
Tepalbasen. Die Blutenfarben reichen von schartddiiver verschiedene rosafarbene
bis weil3e Formen bis zu lila oder purpurnen Morphere Art kommt lokal von
Sudwest-Frankreich bis in die Turkei vor (Schongel& Schonfelder 2002Anemone
pavoninaist mehrjahrig mit einsamigen Schliel3friichten kadn eine Hohe von bis zu

30 cm erreichen (Baansky & FargasSova 2007).

. T -
‘\ B i
b

Abb.7: Anemone pavonina. Gut erkennbar sind die weil3lich-gelblichen Tepadipaglie bei einem Teil
der Bluten auftreten kdnnen. Foto: Nicole Sommer

3.2.3. Reflexionsspektrum von Anemone pavonina
Die Reflexionsspektren wurden fur insgesamt 10 Bilaten, 20 rote Bluten (darunter
auch rote Bluten mit Blauanteil = rosa) und 2 weBaten ermittelt. Durchgefihrt
wurden die Messungen mit einem USB 2000-Spektranmeie Deuterium/Halogen-
Lampe (OceanOptics). Gemessen wurde eine ca. B2§roRe Flache eines zufillig
ausgewahlten Blutenblattes und Kkalibriert mit eineweil3standard (WS-1;
OceanOptics). Die Datenverarbeitung erfolgte UbeecB8a Suite (OceanOptics),
Diagramme aus den Mittelwerten aller Datenpunktedig jeweiligen Farben wurden
mittels Excel (Version 2003) erstellt.

3.2.4. Farbmorphenverteilung
Betrachtet wurde hierbei die Verteilung der Morphety lila und weil3 (Abb.8) von
Anemone pavoninaauf unterschiedlichen Hohenstufen. Insgesamt wurdie
Farbverteilung an 25 Standorten (Anhang, Tab.4) d@m Hangen des Olymps
quantifiziert. An jedem Standort wurden randomisjierlO Areale mit je einem Umfang

von 0.5 m x 0.5 m (0.25 Thabgesteckt und die jeweilige Anzahl an roter lihd
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weilden Bluten abgezahlt. Bertcksichtigt wurden dahe eindeutig zuzuordnende
Bluten, die rosafarbenen (rot mit Blauanteil) Bluteurden weitestgehend ignoriert,
wenn eine eindeutige Zuordnung schwierig war. Dazentuellen Mittelwerte wurden
mit SPSS (Version 10) einer bivariaten Korrelateomeyse nach Spearman unterzogen.
Die grafische Darstellung erfolgte mittels SigmatRNMersion 11) und Excel (Version
2003).

Abb.8: Die verschiedenen Farbmorphen vorAnemone pavonina. Zu sehen sind die weil3e, die lila,
die rote und die rosa (= rot mit Blauanteil) MorpRetos: Nicole Sommer

3.2.5. Blutenbesuche
Die Anzahl von Kéfern der Gattungygopleurus(Glaphyridae) auf den Bliten von
Anemone pavoninaurde ebenfalls an den selben 25 Standorten (Sghé; Anhang,
Tab.4) quantifiziert. Dazu wurden jeweils so vi@kiten wie moéglich abgezahlt und
die Anzahl der unbesetzten vs. die Anzahl der vimere Ké&fer besetzten Bliten
ermittelt. Nicht miteinbezogen wurden Standortedanen weniger als 50 Bllten einer
der beiden Farbmorphen (rot bzw. lila) vorhanderewaErrechnet wurde anschlielend
die Zahl der Kafer pro 100 roten bzw. lila Blutddie statistische Analyse in Form
eines nicht-parametrischen Tests nach Mann-Whitlenilgte mittels SPSS (Version
10), die grafische Darstellung mittels SPSS (Verdi0) und Excel (Version 2003).

3.2.6. Becherfallen
Je drei gefarbte, mit wenig Wasser geflillite Plastther (Hohe: 9 cm; @: 4-7 cm) Iin
den Farben rot, orange, gelb, weil3, blau und \violatden auf Holzstécken in etwa 15-

25 cm Hohe platziert, um die Hohe der echten Bliteimmitieren, da schon in fritheren
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Arbeiten gezeigt wurde, dass die Hohe die Anflugweleinlichkeit der Kafer
beeinflusst. Die Kafer scheinen eher auf solcheddflen zu landen, die der H6he ihrer
bevorzugten Bliten entsprechen (Dafni & Potts 200¥gesamt wurden die Versuche
an zwei verschiedenen Standorten durchgefuhrt, itderst als ,Helene_1"-Stelle
(Standort A) und ,Mistkafer“-Stelle (Standort B) r{Aang, Tab.4) Die gefangenen Tiere
wurden jede halbe Stunde ausgezahlt und aus ddreBeentfernt. Insgesamt wurden
die Becher fur 9 Stunden an Standort A und 5.5 @&nran Standort B platziert. Die
statistische Auswertung erfolgte in Form eines Nebertests mittels Statistica

(Version 7), die grafische Darstellung mittels Bxaé&ersion 2003).

3.2.7. Bienenbesuche
An Standort 13 (Anhang, Tab.4) wurde die Anzahl BienenbesucheApis melliferg
auf die verschiedenen Farbmorphen yaremone pavoninquantifiziert. Dazu wurden
einzelne Bienen verfolgt und ihre Anflige auf einee Bliten vermerkt. In die
Endauswertung wurden nur Bienen miteinbezogen, e mindestens 6
aufeinanderfolgenden Blitenbesuchen beobachtetewekdbnnten. Der Besuch der
Bienen von lila Bluten wurde in Bezug zum ermigaliGesamtanteil der lila Bliten an
diesem Standort gesetzt. Die statistische Auswegrtenrfolgte mithilfe eines t-Tests
mittels SPSS (Version 10), die grafische Darsteflomittels Excel (Version 2003).

3.3. Ergebnisse
3.3.1. Reflexionsspektrum von Anemone pavonina
Das Reflexionsspektrum der lila Farbmorphe voremone pavoninaeigte deutliche
Peaks im Rotbereich (> 565 nm) und im BlaubereietD(-500 nm). Ebenfalls deutlich
wurde eine relativ hohe UV-Reflexion (~300-400 rime) dieser Farbmorphe (Abb.9).
Die weil3e Farbmorphe zeigte eine hohe Reflexiorg@samten Wellenldngenbereich
mit deutlicher Abnahme unterhalb 400 nm (Abb.10).
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Abb.9: Reflexionsspektrum der lila Morphe von Anemone pavonina. Die Abszisse stellt die
Wellenldnge in Nanometer, die Ordinate die relafeflexion in Prozent dar. Reflexion zeigte sich im
UV-, Blau- und Rotbereich.
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Abb.10: Reflexionsspektrum der weiRen Morphe vorAnemone pavonina. Die Abszisse stellt die
Wellenldnge in Nanometer, die Ordinate die relafkedfexion in Prozent dar. Reflexion zeigte sich im
gesamten Wellenlangenbereich und fallt unter 40Gtark ab.

Die roten Bluten reflektierten ausschlieBlich imr&eh Uber 580 nm (Abb.11),

wahrend die rosa Bluten (= rot mit Blauanteil) @imeutlichen Peak im Rotbereich und

einen kleineren, dennoch klar erkennbaren Peaklaulreich zeigten (Abb.12).
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Abb.11: Reflexionsspektrum der roten Morphe vonAnemone pavonina. Die Abszisse stellt die
Wellenldnge in Nanometer, die Ordinate die relafkadfexion in Prozent dar. Reflexion fand sich bei
dieser Blutenmorphe ausschlief3lich im Rotbereich.
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Abb.12: Reflexionsspektrum der rosa Morphe vonAnemone pavonina. Die Abszisse stellt die
Wellenldnge in Nanometer, die Ordinate die relafeflexion in Prozent dar. Reflexion zeigte sich im
Rotbereich mit einem zusétzlichen kleinen Peak lauBereich.

3.3.2. Farbmorphenverteilung
Abb.13 zeigt den Anteil der roten Farbmorphe ¥oremone pavoninbezogen auf alle
quantifizierten Bllaten in unterschiedlichen Hohefsh an den insgesamt 25
untersuchten Standorten. Eine signifikante negakwerelation ist erkennbar (p <
0.001; £ = - 0.886). Umgekehrt stieg der Anteil der lila idbe mit zunehmender Ho6he.
Unter einer H6he von etwa 1100 m waren alle gefoedd?opulationen rot, Uber einer

Hohe von etwa 1200 m alle lila, im Zwischenberegdib es Mischpopulationen.
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Gesamt konnten 64.9 % rote, 34.4 % lila und 0.6 éd3e Bliten quantifiziert werden

in insgesamt 10 roten, 5 lila und 10 gemischteruRdipnen.
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Abb.13: Prozentueller Anteil der roten Farbmorphe je nach Hohenlage. Dargestellt sind auf der
Abszisse die Seehothe in Meter, auf der OrdinateAdézil der roten Bliten je Standort in Prozente Di
schwarze Line stellt die sigmoidale Trendlinie dar.
3.3.3. Blutenbesuche

Die Analysen ergaben eine im Vergleich signifikgnd3ere Anzahl voiPygopleurus

spec. in den roten als in den lila Bluten (p = @;0D = - 3.142), mit Mittelwerten von
2.10 = 3.25 Kafern/100 Bluten in roten bzw. 0.220#4 Kafern/100 Bluten in lila

Bluten (Abb.14).
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Abb.14: Blitenbesuche vonPygopleurus spec. auf rote und lila Bliten vonAnemone pavonina.
Dargestellt ist die Anzahl der quantifizierteggopleurusauf je 100 ausgezahlte rote bzw. lila Bliten. *
stehen flr die Standorte, an denen im Vergleichdilzehschnittlich viele Kafer gefunden wurden.

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Anzahlgd&undenen Kafer pro 100
Bluten und der Hohenlage ergab sich nicht. Es gailgeewenige Standorte, an denen
verhaltnismaRig viele Kafer beobachtet werden kemntansonsten schienen die

H&aufigkeiten nicht mit der Hohe zu korrelieren (Abb).
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Abb.15: Anzahl von Pygopleurus spec. je 100 rote Bluten in Abhnangigkeit von dedhenlage.Die
Abszisse gibt die Seehdhe in Meter an, die OrdidegeAnzahl der quantifizierteRygopleurusezogen
auf 100 rote Bluten.
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3.3.4. Becherfallen
An der ,Helene_1“-Stelle konnten insgesamt 62 Kéler Gattundg®ygopleurus sowie
52 Vertreter der Dasytidae und 13 Individuen vbmopinota hirtain den Bechern
gefangen werden. Die meistByggopleurusspec. (N = 34) wurden in den roten Bechern
gefunden. Ebenfalls relativ viele Vertreter die€attung (N = 21) fanden sich in den
orangen Bechern. KeinBygopleurusallerdings konnten in den weil3en und blauen
Bechern gefunden werden. Dasytidae wurden haupisiidh den weiRen (N = 24)
sowie den blauen Bechern (N = 13) gefangen, wahfeaginota hirta bevorzugt in
die blauen Becher (N = 9) flogen (Abb.16). Sowogil BygopleurugCh#: 95.355; p <
0.0000001), Dasytidae (Chi45.615; p <0.0000001) als au@mopinota hirta (Ch:
29.000; p = 0.000023) zeigte sich deutlich, dass Khifer unterschiedliche Farben

bevorzugen.

Becherfange Helene_1-Stelle
WTr— — — T T T T~ B Pygopleurus
3/ 0 Opasii
asytidae
c 30 7 - H=Tropinota
g 25 _
3
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©
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Rot Orange Gelb Weil Blau Lila

Abb.16: Anzahl der gefangenen Kafer in den verschaenfarbigen Bechern an der ,Helene_1“-
Stelle. Auf der Abszisse dargestellt sind die einzelnech@efarben, auf der Ordinate die Anzahl der
gefangenen Kafer. Die schwarzen Balken reprasentiygopleurusdie hellgrauen Balken Vertreter der
Dasytidae und die dunkelgrauen Balkaopinota hirta

Am anderen Standort (,Mistkafer“-Stelle) konntensgesamt 15Eulasia spec., 2
Dasytidae und je Tropinota hirtaund 1Pygopleurusgefangen werden. Die meisten
Vertreter der Gattungulasiawurden in den gelben Bechern (N = 6) gefangen. Aber
auch in den orangen (N = 4) und in den roten Becliir= 3) fanden sich mehrere
Vertreter dieser Art. Die einzige Farbe, in denesse Kafer nicht gefunden werden
konnten, waren die weil3en Becher. Je 1 Dasytidadevin den weil3en bzw. blauen

Becherngefunden, wahrend Rygopleurusin den roten und Tropinota hirtain den
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violetten Bechern gefangen wurde (Abb.17). Der Busanhang zur Becherfarbe
sowohl beiPygopleurus(Chi: 5.000; p = 0.416)Eulasia (Chi* 10.200; p = 0.07),
Dasytidae (CHt 4.000; p = 0.549) als aucFropinota hirta (Chi*: 5.000; p = 0.416)
stellte sich hier, vermutlich aufgrund der geringgtichprobe, allerdings als nicht

signifikant heraus.

Becherfange Mistkafer-Stelle

10 M Eulasia vittata
. O Dasytidae
B Tropinota
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Abb.17: Anzahl der gefangenen Kafer in den verschaenfarbigen Bechern an der ,Mistkafer*-
Stelle. Auf der Abszisse dargestellt sind die einzelnech@efarben, auf der Ordinate die Anzahl der
gefangenen Kafer. Die schwarzen Balken reprasentigulasig die hellgrauen Balken Vertreter der
Dasytidae, die dunkelgrauen BalKEropinota hirtaund die helltiirkisen BalkelRygopleurus

An beiden Standorten gesamt wahlten 35 Kafer (~%9.6er Gattundg®ygopleurudie
roten Becher und 21 (~33.3 %) die orangen BechechAin den lila und gelben
Bechern konnten Vertreter dieser Kafer gefangerdarerVertreter der Gatturigulasia
konnten nur am Standort ,Mistkafer“-Stelle gefangeerden. Die einzige Farbe, in
denen diese Kéafer nicht gefangen werden konntenwe®3. Die meisten dieser Kéfer
gingen in die gelben (40 %), orangen (~26.7 %) natein (20 %) Becher. Vertreter der
Dasytidae bevorzugten an beiden Standorten insgesaifie (~46.3 %), Tropinota
hirta blaue (~64.3 %) Becher.

3.3.5. Bienenbesuche
Insgesamt wurden 37 Bienen beobachtet, von detendials nur 21 in die endgultige
Auswertung miteinbezogen wurden, da von diesen vidden mindestens 6
aufeinanderfolgende Blitenbesuche beobachtet weidsmten. Die Anzahl der

beobachteten Blitenanflige je Individuum reichten v\ bis 18. Die prozentuale
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Anflugshaufigkeit auf lila Bliten reichte von 45% bis 100 % bei den einzelnen
Bienen.

Der Anteil der lila Bluten an diesem Standort bgtgb.8 %. Die Bienen besuchten
wahrend ihres Sammelflugs 85.4 + 16.5 % lila Bl{itemd wéhlten diese Blutenfarbe
somit signifikant haufiger als der Erwartungswesh\65.8 % erwarten lassen wirde (p
=0.012; T =2.73) (Abb.18).

% Lila Bliiten

120,0
=)
£
o 100,0
Qo <
o 9
S 3 80,0
e @
o <
£ 8 600 -
o5
&8 3 400 0 -
= Qo
a -]
-] 200 —— — -
X

0,0

Lila Bluter

Abb.18: Anteil der von Apis mellifera besuchten lila Bliten bezogen auf die Gesamtbliitbesuche.

Die Ordinate reprasentiert den Anteil der von desgésamt 21 Bienen besuchten lila Bliiten bezogkn au
alle Blutenbesuche dieser 21 Bienen. Die rote Lstédlt den Anteil der lila Bliten an der Gesamtniz
der quantifizierten Bliten (65.8 %) an Standorda3.

3.4. Diskussion
3.4.1. Reflexionsspektrum von Anemone pavonina

Bei der Vermessung der Reflexionsspektren der kiameFarbmorphen hat sich
ergeben, dass sowohl die lila als auch die weil3goMounter anderem UV-Reflexion
aufweisen, wahrend die rote und die rosa (= rotBtauanteil) Morphe ausschlief3lich
im Rotbereich bzw. im Rot- und etwas im Blaubereitektieren.

Die meisten Insekten weisen Empfindlichkeitsmaxioa < 530 bis maximal 560 nm

auf. Dies trifft vermutlich auch auf die Honigbiene (fir weitergehende Erlauterungen
dazu siehe Kap. 3.4.5), sodass sie rote Bluten wtiom nur schwer detektieren kann.
Da die Bienen jedoch UV perzipieren kénnen (Bris€o€hittka 2001), kénnen rote

Bluten mit UV-Reflexion auch von Bienen besuchtaesr (Dafni et al. 1990), wahrend
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rote Bluten ohne UV-Anteil fur Bienen eher ungugssind, da sie fur die Bienen
wesentlich schwerer zu detektieren sind.

Die Tatsache, dass rote Bliten der Gattdmgmoneim Mittelmeerbereich offenbar
keine UV-Reflexion aufweisen, deckt sich mit fri&erUntersuchungen (Dafni et al.
1990; Menzel & Shmida 1993). Dass Vertreter der Myplde, z.B.Papaver rhoeas
aul3erhalb des Mittelmeerraums durchaus UV-Reflegameisen, dort allerdings von
Bienen bestaubt werden (Daumer 1958), ist besorgv®rzuheben. Die roten Bliten
der ,Mohngilde" im Mittelmeergebiet dagegen weisarsschliel3lich Rot-Reflexion in
einem Bereich zwischen 655 und 700 nm auf und wels®/orzugt von Kafern der
Familie Glaphyridae besucht (Dafni et al. 1990)e42i Ergebnisse decken sich ziemlich

genau mit den in der vorliegenden Arbeit erzieEegebnissen.

3.4.2. Farbmorphenverteilung
Es zeigte sich ein deutlich signifikanter Zusamnaenth zwischen der Hohenlage
einerseits und der Haufigkeit der unterschiedlicHearbmorphen vonAnemone
pavoninaandererseits. In tieferen Lagen kam ausschlieflietrote, in hoheren Lagen
ausschlie8lich die lila Form vor. In den dazwischkegenden Hohen kamen
Mischpopulationen vor. Dieser Zusammenhang wuraé @&tuellem Wissenstand bei
dieser Familie vorher noch nicht nachgewiesen. driQUhtersuchungsstandorte wiesen
rein rote, 5 rein lila Populationen und 10 Staneldtischpopulationen auf. Die weil3e
Farbmorphe war dabei am seltensten, mit nur 0.Gefgdsamt quantifizierten Bluten,
und zeigte keine héhenspezifischen Wuchspraferenzen
Ein Beispiel, wo die Seltenheit der weiRen Morphectd Bestduberselektion zu
erklaren sein konnte, isDelphinium nelsonii (Ranunculaceae). Weil3e Bliten
produzieren im Verhaltnis zu den farbigen Morpheruttich weniger Samen. Die
Bestauber besuchen die weil3e Morphe seltener, fia dgese zeitaufwandiger zu sein
scheint, Nahrung in den weil3en als in andersfarbigiiten zu sammeln (Waser &
Price 1981, 1983). Ein Grund fiur Stabilitdt einzglPopulationen bei Blltenpflanzen
konnte also das Faktum sein, dass seltene Blitgtmaorinnerhalb einer Population —
sei es eine seltenere Blutenform oder -farbe — weitiger gerne von Blutenbesuchern
angenommen und somit besucht werden als die jgealominante Form (Epperson &
Clegg 1987; Jones & Reithel 2001).
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Eine &hnliche Untersuchung wie in der vorliegend&beit zum Zusammenhang
zwischen Seehohe und Blutenfarbe wurde Weolemonium viscosumNutt
(Polemoniaceae) durchgefuhrt (Galen & Kevan 1980 Bluten kénnen hellblau,
violett oder blau-lila sein. Die Autoren fanden &3, dass die hellblaue Morphe
signifikant haufiger an teilweise beschatteten Kmimolz-Standorten — also eher
tieferliegend — zu finden ist, wahrend die blaa-IMorphe eher im alpinen Bereich
auftritt. Eine Erklarung dafir sehen die Autorerdar relativen Erkennbarkeit der zwei
Farbmorphen auf den jeweiligen Hintergrund bezogen.

Horovitz (1976) dagegen sieht eine Ursache furmbpolymorphismus einiger Arten
der GattungAnemondn edaphischen Faktoren ihrer unterschiedlichercWMgstandorte
begrindet. In Israel etwa kommen monomorphe Kofonieit roten Bliten bei
Anemone coronari&. haufiger vor und sind auf allen Bodentypen wdireden. Auf der
anderen Seite sind polymorphe Kolonien mit vorwre&la oder violetten Bluten, die
daneben auch Bluten mit rosa, weil3er oder roteburdy aufweisen konnen, auf
Wuchsstandorte beschrankt, die aus Dolomitgestestebhen, mit nicht-ausgesolter
mineralreicher Terra Rossa Erde oder schweren &lloéden . Nur weif3e und hellrosa
Morphen, gemeinsam mit roten Formen, treten aufeBdlf, die aus nicht-ausgesolter
Terra Rossa bestehen, sowie auf Basaltbdéden (Horetval. 1975; Horovitz 1976).
Diese Bodenunterschiede gehen mit verdnderten pHeWean den einzelnen
Standorten einher. Da die Bluten der GattAmgmoneAnthocyane enthalten und diese
abhangig vom pH-Wert Farbumschlage produzierentf@iada-Ovando et al. 2009;
Cooper-Driver 2001), kdnnten so eventuell auchudierschiedlichen Haufigkeiten der
einzelnen Farbmorphen vémemone pavoninerklart werden.

Unterschiedliche Bodenverhaltnisse konnten alse &lrsache fir die verschiedenen
Farbauspragungen an den einzelnen Standortenrseliall vonAnemone pavoninam
Olymp kdnnten edaphische Faktoren ebenfalls eifke Rpielen, da die roten und lila
Populationen auf unterschiedlichen Hohenstufen aorken. Allerdings scheint diese
Erklarung aufgrund des Vorhandenseins von Mischiadjpmen in diesem Fall eher
unwahrscheinlich zu sein. Genauere Aufschliisse teinnur Bodenanalysen geben.
Allerdings konnten pH-Verhaltnisse des Bodens ndbestauberselektion als weiterer
maoglicher Faktor die Seltenheit der weil3en Morphdaeen, da diese Farbung auf
andere pH-Werte angewiesen ist als die rote odadetté Form (Castafieda-Ovando et
al. 2009; Cooper-Driver 2001).
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Ein weiterer wichtiger Faktor fur die Auspragung dearbpolymorphismus kénnten vor
allem auch die Bestaubersyndrome der jeweiligenpMe@rdarstellen. Die Reaktion der
Bestauber auf Blutenfarbsignale ist ebenfalls ais@eidender Faktor fir verschiedene
Farbauspragungen in natirlichen Populationen. ®eijigen Bestauber sorgen daftr,
dass ihre bevorzugte Blutenfarbe dominant bleilar@ditz 1976). Wenn man beachtet,
dass die rote Morphe voAnemone pavonindast ausschliel3lich von Kafern der
GattungPygopleurusdie lila Morphe dagegen verstarkt vApis melliferabesucht zu
werden scheint (siehe Kap.3.5), stellt sich dielBecfie als die wahrscheinlichere dar.
Es ware daher wichtig zu untersuchen, in welcheneHdie Gattund®ygopleurushre
Verbreitungsgrenze hat.

Die jeweiligen Bestauber tben also einen groRerluss auf die Farbverteilung der
BlUten aus, da sie Praferenzen fiir einzelne Farnbineor zeigen (u.a. Gigord et al. 2001;
Irwin & Strauss 2005). In solch einem Fall konntkdl begrenzter Farbpolymor-
phismus eventuell durch eine Kombination aus plepsn Effekten mit durch die
jeweiligen Bestauber ausgelbter Selektion erkla@den (u.a. Irwin & Strauss 2005).
Auch bei Anemone pavoningt eine Kombination dieser mdglichen Ursacherhtnic
auszuschlieBen, musste allerdings durch weitereersinthungen naher betrachtet

werden.

3.4.3. Blutenbesucher

Pygopleurusspec. besuchten signifikant haufiger rote alsBiiden. Allerdings war die
Standartabweichung in beiden Féllen, vor allemdieai Besuchen der roten Bliten, sehr
hoch. Das liegt vermutlich an der groR3en Variatien Gesamtpopulation der Kéfer an
den verschiedenen Standorten. An den Standortaim@®4 z.B. konnten Uberhaupt
keine Kafer nachgewiesen werden, bei insgesamtlizid 436 ausgezahlten roten
Bluten, wahrend am Standort 15 durchschnittlichl@3Kafer/100 rote Bluten, von
insgesamt 145 ausgezahlten roten Bluten, gefunéetden konnten.

Eine hohenmalige Tendenz in der Anzahl der in demrBliten vorgefundenen Kafer
ergab sich nicht. Die Verteilung erschien als metier weniger ausgeglichen, mit
einigen Ausrei3ern nach oben. Allerdings war diezan der Kéfer in den Bliten
durchwegs zu gering, um klare Aussagen treffen @on&n. Beobachtungen aus
vorangehenden Jahren legen jedoch nahe, dass sickirgleutiger Trend zeigt,

nachdem die Kafer der GattuRygopleuruseher in tieferen Lagen, an denen die roten
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Bliten vorkommen, vorzufinden sind, allerdings miotehr in den héheren Lagen, wo
nur mehr die lila Morphe vorkommt (personliche Kommikation Hannes Paulus,
Johannes Spaethe).

Durchschnittlich konnten an den einzelnen Standobiezogen auf 100 Bliten meist
nur unter 3 Kafer gefunden werden. Zwei Standddeh&en mit ~13 bzw. ~7 Kéafer pro
100 Bluten allerdings deutlich heraus.

Die Tatsache, das®ygopleurus spec. die roten Bliten bevorzugten, lasst sich
vermutlich wiederum auf das Faktum zurtckflhrerssdsie die Farbe Rot (ohne UV-
Reflexion) im Gegensatz zu Bienen vermutlich sett wahrnehmen koénnen, wie
Untersuchungen gezeigt haben (Dafni et al. 1990;rtiMe-Harms et al.
unveroffentlicht). DaApis mellifera verstarkt die lila Morphe besuchte, welche
zusatzlich UV-Reflexion aufweist, besuchen die Ka@glicherweise auch aus diesem
Grund eher die roten Bluten. Die Kafer konnen htwhakrscheinlich beide Farben
wahrnehmen, da aber die Bienen vorwiegend Polledeanlila Bliten sammeln, ist es
fur die Kafer in Hinsicht auf interspezifische Kamkenz vermutlich vorteilhafter, die
roten Bliten zu besuchen. Ein weiterer Faktordass die Bluten fur die Kafer auch
Paarungsplatze darstellen. Die Chance, einen Paztndinden, ist in roten Bluten
exponentiell hdher als in andersfarbigen. Das Sdmuoa Pollen wiirde in diesem Fall
eher nebenbei in den roten Bliten geschehen, d&aher sich sowieso schon dort

befinden.

3.4.4. Becherfallen
Insgesamt zeigte sich vor allem Heygopleurusspec. ein klarer Trend. An beiden
Standorten gesamt wahlten 55.6 % die roten Beaheér~33.3 % die orangen Becher.
In den blauen Bechern konnten keine Vertreter Pygopleurusgefangen werden.
Eulasia fanden sich nur am Standort ,Mistkafer“-Stelle iendFallen. Die einzige
Farbe, in denen diese Kafer nicht gefangen werdemnten, war weil3.
Uberraschenderweise fand sich ein Vertreter didserin den blauen Bechern. Das
konnte allerdings auch Zufall gewesen sein, da Nracht sehr aussagekraftig ist. Nur
gréRere Stichprobenzahlen kdonnten die Frage beatetwab der eine Anflug auf blau
von Eulasiaein Zufallsprodukt war oder nicht. Die meisten dieKafer gingen in die
gelben, orangen und roten Becher. Vertreter derytidl® bevorzugten weil3e,

Tropinota hirta eindeutig blaue Becher. Die Ergebnisse vom Stangdelene 1*-
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Stelle erwiesen sich als signifikant, wéahrend digelbnisse beim Standort ,Mistkafer*-
Stelle aufgrund der zu geringen Stichprobenzahttduegs nicht signifikant sind.

Das durchgefuihrte Experiment beruhte auf einem \érsson Dafni et al. (1990) an
drei verschiedenen Standorten in Israel, der eberB&cherfallen, allerdings in den
Farben rot, weil3, braun, grin, blau und gelb vedetn und Kafer der Gattungen
Eulasia und Pygopleurus(= ,Amphicoma” sensuDafni et al. 1990) quantifizierte.
Insgesamt wurden in den Bechern 146 Kafer gefangemdenen 128 (~87 %) in den
roten Bechern landeten. Zu berucksichtigen ist idatsss Dafni et al. (1990) keine
orangefarbenen Becher verwendeten — die in ihrefle®ensspektrum rot sehr dhneln
—, sondern Farben wie grin oder braun, die ehdf@israstfarben zur Darstellung von
Hintergrundelementen wie Gras, Blattwerk, Stangeler Stammmaterial dienen, als
als Blutenfarben, und so von den Kéafern verstahdheeise eher ignoriert werden. Im
Gro3en und Ganzen konnte die Praferenz von KaferrGattungPygopleurusir die
Farbe rot in der vorliegenden Arbeit aber ebentadistatigt werden.

3.4.5. Bienenbesuche

Die Bienen wahlten am Untersuchungsstandort slgmti haufiger als erwartet die lila
im Vergleich zu den roten Bluten. Erklarungsansddzsen sich eventuell im visuellen
System der Bienen finden. Es scheint allerdings mde vor nicht ganz geklart zu sein,
ob Honigbienen die Farbe Rot wahrnehmen kénnenrdet.

Kihn (1924) etwa nahm an, dass Bienen rot sehennejn da ihre
Wahrnehmungsgrenze fir langwelliges Licht bei e688 nm liegt. Daumer (1956)
sowie von Frisch (1965) dagegen fanden in Experiererheraus, dass Bienen
anscheinend orange sehen kénnen, rot fur sie dagegat zu erkennen sei. Und wenn
man nach von Helversen (1972) geht, so kénnen idieeB zwischen 530 und 650 nm
— also im Bereich grun bis rot — keine Wellenlangeterscheiden. Auch Peter Raven
(1972) ging davon aus, dass Vogelbliten vorwiegemndind, da die Farbe Rot nicht
nur mit groRem Energiegewinn assoziiert werden kgsondern diese auch unauffallig
und nicht zu erkennen ware fiir die meisten Insekiater anderem auch Bienen. Auch
Briscoe & Chittka (2001) nehmen an, dass Honigliiede Farbe rot nicht sehen
konnen. Diese gegensatzlichen Ergebnisse fuhrtetderlallgemeinen Meinung, dass
Bienen vermutlich kein Rot sehen kénnen, sondemvetschiedene Helligkeitsstufen

im Rotbereich unterscheiden kénnen.
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Allerding scheinen einige rein rote, UV-absorbielerBliten zumindest sekundér von
Bienen besucht zu werden. Eine mdgliche Erklaruafiirdgaben Chittka & Waser
(1997). Im Farbraum der Bienen fallen die Punkte rfibonochromatisches Licht ab
einer Wellenlange von etwa 550 nm (im Bereich ghis rot) auf einen Punkt
zusammen und sind daher nicht mehr unterscheidsr Grund dafur, dass sie aber
trotzdem rot sehen kdnnen, sehen Chittka & Was#97)Ldarin, dass in der normalen
Umgebung einer Biene andere Verhéltnisse vorhezrsala Bliten und Blattwerk kein
monochromatisches Licht, sondern Licht Gber einesl3gn Spektralbereich hinweg
reflektieren. Rote Bliten wéren so keineswegs Wtisér fir die Bienen, sondern
kénnten durchaus Uber die Stimulierung des Grirepters als achromatisches Signal
gegen den Hintergrund wahrgenommen werden. Aufgderdeher widersprichlichen
Ansichten vieler Autoren kann daher nach wie vahhimit absoluter Klarheit gesagt
werden, ob die roten, nicht UV-reflektierenden Blutim Mittelmeerbereich, wie
angenommen, fUr Bienen tatsachlich schwarz ersehein

Die Frage, ob Honigbienen die Farbe rot nun pezrgm kénnen oder nicht, ist also
nicht klar zu beantworten. Fest steht allerdingsssdsie UV perzipieren kénnen (u.a.
Briscoe & Chittka 2001). Da die lila Morphe im Gaegatz zur roten oder rosa
Farbmorphe allerdings UV-Reflexion aufzuweisen sth@ap.3.3.1) und so definitiv
von den Bienen gesehen werden kann, lasst sicRrdferenz fur lila Bliten gegeniber
den roten Bliten bei der Honigbiene wohl durch elegakt erklaren, unabhéangig
davon, ob die Bienen rot perzipieren kdnnen odehtniinsgesamt scheint es fir die
Bienen einfach lohnender zu sein, Bliten zu besuatheren Farbe sie eindeutig sehen
kénnen, da Experimente gezeigt haben, dass Bieimelewgig langer brauchen, rote
Bluten zu finden, als etwa blaue oder andersfarffigpaethe et al. 2001). Andererseits
scheinen Honigbienen durchaus rote Bluten — auchréter der ,Mohngilde* —
haufiger zu besuchen als auch zu bestduben, wenrKaihkurrenz durch andere
Bestauber, wie etwa auch Vertreter der Glaphyrid@eh nicht gegeben ist, obwohl
typische ,Bienenbliiten* normalerweise eher bildsmametrisch sind, sowohl Pollen
als auch Nektar als Belohnung anbieten und Farbémegsen, die in einem Spektrum
zwischen 300-600 nm Licht reflektieren (Keasarle2@08).

Insgesamt war die Anzahl der auswertbaren Bien&igmf eher gering, da
vergleichsweise wenige Bienen unterwegs waren sntkieveise schwierig war, den

Bienen von Blite zu Blite zu folgen. Auch kann niahisgeschlossen werden, dass ein
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und dieselbe Biene mehrmals beobachtet wurde unliesrgebnisse verfalscht hatten
werden koénnen, da Bienen sowohl angeborene als adehnte Farbpraferenzen
aufweisen (Lunau & Maier 1995). Danach zeigen saebkonstanz, besuchen also
weitestgehend immer die selbe Farbe (u.a. Chittikh €997; Neumeyer 1980,1981).

4. Zusammenfassung Diskussion Teil | und Teil Il
Versuche zur Langwellen-Opsin-Gen-Sequenzierung uygopleurus diffusus
Petrovitz undEulasia pareysseBrullé lieferten ein etwa 400 bp langes Fragmeatt d
kodierenden Region bei einem Vertreter \Rygopleurussowie Eulasiaund ~ 360 bp
bei einem weiteren Vertreter vdtygopleurus Versuche zur Ampflifizierung weiterer
Gen-Abschnitte blieben allerdings erfolglos.
Die sequenzierten Fragmente gruppierten in der halyse durchweg mit Langwellen-
Opsinen anderer Insekten zusammen. Ein Vergleidhbekannten Spectral Tuning
Positionen bei Schmetterlingen lieferte keine kiakrkenntnisse, ob es sich bei den
sequenzierten Opsinen um Rot-Rezeptoren handelmt&om.h. ob die spektrale
Empfindlichkeit des Rezeptors in langerwellige ¢bben ist. Positionen-spezifische
Mutagenese-Experimente sowie eine Kombination diesié elektrophysiologischen
Untersuchungen waren ein wichtiger Schritt, um dgéhend Aussagen treffen zu
konnen.
Analysen der CO1-Region zu Barcoding-Zwecken engaee eindeutige Einordnung
aller sechs untersuchten Kéfer in den Scarabae#fs@luster. Es zeigte sich, dass die
beiden analysierten Individuen vdulasia pareyssenicht Uberraschend mEulasia
sp. clusterten, und diese innerhalb des ScaralaefClusters am nachsten mit den
vier untersuchten Vertretern vétygopleurus diffusugserwandt zu sein scheinen, was
aufgrund der Tatsache, dass sowdhilasia als auch Pygopleurus zur Familie
Glaphyridae gehéren, nicht weiter erstaunlichsé vier untersuchten Individuen von
Pygopleurus diffusukonnten eventuell unterschiedlichen (bisher unfmésicenen)

Unterart angehoren.

Freilanduntersuchungen in Griechenland ergabers dah die Farbverteilung von
Anemone pavonineaeiner der bevorzugten Bliten der GattuPygopleurus mit der
Hohe zusammenhangt, da die rote Form in tiefereggelhaund die violette/lila Form
eher in hoheren Lagen auftritt. Interessant isssdéie rote Morphe tatsachlich nur im
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Rotbereich reflektiert, wahrend die weil3e und di@ Morphe auch UV-Reflexion
aufweisen. Kafer der GatturiRygopleurusesuchten dabei signifikant haufiger die rote
Form, wéahrend Honigbienen die lila Morphe bevoreaugtVersuche mit farbigen
Bechern spiegelten ebenfalls diese Vorliebe vorirgrn der Gattungygopleurudur

die Farbe Rot wieder, wahrend die Gattuaglasia eher von den gelben Bechern
angezogen wurde.

Versucht man nun abschlielend, Aussagen Uber rhégliRotsichtigkeit der
untersuchten Vertreter der Glaphyridae zu treffenm,gestaltet sich das als durchaus
schwierig. Die Feldversuche — vor allem die Fatbfalersuche — legen den Schluss
nahe, dass Vertreter der GattuRggopleurusdurchaus Rot sehen konnten, weil sie
diese Farbe bevorzugteRulasia dagegen zeigte tUberhaupt keine Praferenz fur die
roten Blitenmodelle. Allerdings war der Stichproberiang zu klein, um eindeutige

Aussagen betulasiamachen zu kdénnen.

Literaturverzeichnis

Arikawa K, Inokuma K and Eguchi E (1987). Pentacmatic visual system in a
butterfly. Naturwissenschafterd: 297-298.

Arikawa K, Wakakuwa M, Qiu X, Kurasawa M, Staven@sG (2005) Sexual
dimorphism of short-wavelength photoreceptors ia #mall white butterfly,
Pieris rapae crucivoraThe Journal of Neuroscien@s: 5935-5942.

Asenjo AB, Rim J, Oprian DD (1994) Molecular deteramts of human red/green color
discrimination.Neuron12: 1131-1138.

Ballard JWO, Whitlock MC (2004) The incomplete natuhistory of mitochondria.
Molecular Ecologyl3: 729-744.

Ballard JWO, Rand DM (2005) The population biolagfymitochondrial DNA and its
phylogenetic implications. Annual Review of Ecology, Evolution, and
Systematic86: 621-642.

Bellingham J, Morris AG, Hunt DM (1998) The rhodopgene of the cuttlefisBepia
officinalis. Sequence and spectral tunifidne Journal of Experimental Biology
201: 2299- 2306.

Bernard GD (1979) Red-absorbing visual pigmentbuwterflies. Science203:1125—-
1127.

Bernard GD, Remington CL (1991) Color visionLipcaenabutterflies: spectral tuning
of receptor arrays in relation to behavioural egglé’roceedings of the National
Academy of Scienc@8: 2783-2787.

Bernhardt P (2000) Convergent evolution and adaptadiation of beetle-pollinated
angiospermsPlant Systematics and Evoluti@@?2: 293-320.

Bojnansky V, FargaSova A (2007) Atlas of seeds andsfrof Central and East-
European Flora. Dordrecht: Springer Verlag.

62



Bowmaker JK, Govardovskii VI, Shukolyukov SA, Zuevd, Hunt DM, Sideleva VG,
Smirnova OG (1994) Visual pigments and the photicirenment: the cottoid
fish of Lake BaikalVision ResearcBB4: 591-605.

Briscoe AD (2000) Six opsins from the butterflyapilio glaucus molecular
phylogenetic evidence for paralogous origins ofsedsitive visual pigments in
insectsJournal of Molecular Evolutio®1: 110-121.

Briscoe AD (2001) Functional diversification of ldppteran opsins following gene
duplication.Molecular Biology and Evolutioh8: 2270-2279.

Briscoe AD, Chittka L (2001) The evolution of colaision in insectsAnnual Review
of Entomology6: 471-510.

Briscoe AD (2002) Homology modeling suggests a fiomal role for parallel amino
acid substitutions between bee and butterfly redtl green-sensitive opsins.
Molecular Biology and Evolutioh9: 983—-986.

Briscoe AD, Bernard GD, Szeto AS, Nagy LM, White R2903) Not all butterfly eyes
are created equal: Rhodopsin absorption spectréecoiar identification, and
localization of ultraviolet-, blue-, and green-séme rhodopsin-encoding
MRNAS in the retina o¥anessa carduiThe Journal of Comparative Neurology
458: 334-349.

Briscoe AD, Bernard GD (2005) Eyeshine and spedtralng of long wavelength-
sensitive rhodopsins: no evidence for red-senspietoreceptors among five
Nymphalini butterfly speciesThe Journal of Experimental Biolog308: 687-
696.

Britt SG, Feiler R, Kirschfeld K, Zuker CS (1993pe&tral tuning of rhodopsin and
metarhodopsiim vivo. Neuronl1l: 29-39.

Brown BA, Clegg MT (1984) Influence of flower colgrolymorphism on genetic
transmission in a natural population of the commaorning glory, I[pomoea
purpurea Evolution38: 796-803.

Carleton KL, Kocher TD (2001) Cone opsin genes @fican cichlid fishes: tuning
spectral sensitivity by differential gene expressidMolecular Biology and
Evolution18: 1540-1550.

Castafieda-Ovando A, de Lourdes Pacheco-HernandezP&éz-Hernandez ME,
Rodriguez JA, Galan-Vidal CA (2009) Chemical stsd@ anthocyanins: A
review.Food Chemistryl13: 859-871.

Chan T, Lee M, Sakmar TP (1992) Introduction ofroyyl-bearing amino acids causes
bathochromic spectral shifts in rhodopsime Journal of Biological Chemistry
267: 9478-9480.

Chang BS, Crandall KA, Carulli JP, Hartl DL (1995psin phylogeny and evolution: a
model for blue shifts in wavelength regulatidviolecular Phylogenetics and
Evolution4: 31-43.

Chang BSW, Ayers D, Smith WC, Pierce NE (1996) @ignof the gene encoding
honeybee long-wavelength rhodopsin: a new clasgs#ct visual pigments.
Genel73: 215-219.

Chase MR, Bennett RR, White RH (1997) Three opseteding cDNAs from the
compound eye oManduca sextaThe Journal of Experimental Biolog300:
2469-2478.

Chinen A, Hamaoka T, Yamada Y, Kawamura S (2003)eGauplication and spectral
diversification of cone visual pigments of zebrhfiGeneticsl63: 663—675.

63



Chittka L (1997) Bee color vision is optimal fordiog flower color, but flower colors
are not optimal for being coded—whigtael Jornal of Plant Sciencet: 115—
127.

Chittka L, Waser NM (1997) Why red flowers are muotisible for beeslsrael Journal
of PlantScienceg5: 169-183.

Chittka L, Gumbert A, Kunze J (1997) Foraging dymaof bumble bees: correlates of
movements within and between plant spedsehavioral Ecology8: 239-249.

Cooper-Driver GA (2001) Contributions of Jeffrey tHarne and co-workers to the
study of anthocyanin®hytochemistryp6: 229-236.

Cowing JA, Poopalasundaram S, Wilkie SE, BowmakerHunt DM (2002a) Spectral
tuning and evolution of short wave-sensitive coiggments in cottoid fish from
Lake Baikal.Biochemistry41: 6019-6025.

Cowing JA, Poopalasundaram S, Wilkie SE, RobinsBn Bowmaker JK, Hunt DM
(2002b) The molecular mechanism for the spectrdtssbetween vertebrate
ultraviolet- and violet-sensitive cone visual pigrge Biochemical JournaB67:
129-135.

Crandall KA, Cronin TW (1997) The molecular evobuti of visual pigments of
freshwater crayfishes (Decapoda: Cambaridd@)rnal of Molecular Evolution
45: 524-535.

Cronin TW, Marshall NJ, Caldwell RL (2000) Spectaing and the visual ecology of
mantis shrimpsPhilosophical Transactions of the Royal Societ335: 1263-
1267.

Crook DJ,Francese JAZylstra KE, Fraser |, Sawyer ABartels DW, Lance DR,
MastroVC (2009) Laboratory and Field Response of the EideAsh Borer
(Coleoptera: Buprestidae), to Selected Regione@Eiectromagnetic Spectrum.
Journal of Economic Entomolody?2: 2160-2169.

Crowson RA (1981) The Biology of Coleoptera. LondAnademic Press.

Dafni A, Bernhardt P, Shmida A, Ivri Y, Greenbaum@@Toole C, Losito L (1990)
Red bowl-shaped flowers: Convergence for beetlelinadlon in the
Mediterranean regionsrael Journal of Botan9: 81-92.

Dafni A (1997) The response of Amphicoma spp. (Gplera; Glaphyridae) beetles to
red models differing in area, shape, and symmdsnrael Journal of Plant
Scienceglb: 247-254.

Dafni A, Potts SG (2004Yhe role of flower inclination, depth, and heigint the
preferences of a pollinating beetle (ColeopteraapByridae).Journal of Insect
Behaviorl7: 823-834.

Daumer K (1956) Reizmetrische Untersuchungen ddseRaehens der Bienelournal
of Comparative Physiolog38: 413-478.

Daumer K (1958) Blumenfarben, wie sie die Bienerhese Zeitschrift flr
Vergleichende Physiologi&l: 49-110.

Deeb SS, Wakefield MJ, Tada T, Marotte L, Yokoya®avarshall Graves JA (2003)
The cone visual pigmentsof an Australian marsupilaé Tammar wallaby
(Macropuseugeni): sequence, spectral tuning and evolutidolecular Biology
and Evolution20: 1642-1649.

Dieringer G, Cabrera RL, Lara M, Loya L, Resyest{llasP (1999) Beetle pollination
and floral thermogenicity in Magnolia tamaulipana (Magnoliaceae).
International Journal of Plant Scienc&§0: 64-71.

64



Dubitzky A (2005) Studies in phylogeny and biosysi¢ics of bees: The bee genus
Andrena (Andrenidae) and the tribe Anthophorini (Apidae)nsgcta:
Hymenoptera: Apoidea). Hebertshausen: Dissertamgnverlag.

Dulai KS, Von Dornum M, Mollon JD, Hunt DM (1999h& Evolution of Trichromatic
Color Vision by Opsin Gene Duplication in New Workhd Old World
PrimatesGenome Researdh 629-638.

Eguchi E, Watanabe K, Hariyama T, Yamamoto K (198%)comparison of
electrophysiologically determined spectral respens@ 35 species of
LepidopteraJournal of Insect Physiolog38: 675-682.

Eguchi E, Nemoto A, Meyer-Rochow VB, Ohba N (1984)comparative study of
spectral sensitivity curves in three diurnal andheinocturnal species of
Japanese firefliegournal of Insect Physiolog30: 607—612.

Ennos RA, Clegg MT (1983) Flower color variation time morning glorypomoea
purpurea Journal of Heredityr4: 247-250.

Epling C, Dobzhansky T (1942) Genetics of natugyations. 1V. Microgeographic
races irLinanthus parryae. Geneti@&y/: 317-332.

Epling C, Lewis H, Ball FM (1960) The breeding gpoand seed storage: a study in
population dynamicsvolution14: 238-255.

Epperson BK, Clegg MT (1986) Spatial-autocorrelatianalysis of flower color
polymorphismswithin substructured populations ofrmmag glory (pomoea
purpured. The American Naturalist28: 840-858.

Epperson BK, Clegg MT (1987) Frequency-dependeniatian for outcrossing rate
among flower-color morphs ¢&pomoea purpureaEvolution41: 1302-1311.

Fasick JI, Robinson PR (1998)echanism of spectral tuning in the dolphin visual
pigments Biochemistry37: 433-438.

Fasick JI, Robinson PR (2000) Spectral-tuning meisimas of marine mammal
rhodopsins and correlations with foraging depttsual Neurosciencd&7: 781-
788.

Fasick JI, Applebury ML, Oprian DD (2002) Spectmahing in the mammalian short-
wavelength sensitive cone pigmerBsgchemistry4l: 68606865.

Filipek S, Stenkamp RE, Teller DC, Palczewski KQ2PG protein-coupled receptor
rhodopsin: a prospectuannual Review of Physiolo@p: 851-879.

Frentiu FD, Bernard GD, Sison-Mangus MP, Van Z&wiwer A, Briscoe AD (2007a)
Gene duplication is an evolutionary mechanism fgramding spectral diversity
in the long wavelength photopigments of butterflidolecular Biology and
Evolution24: 2016-2028.

Frentiu FD, Bernard GD, Cuevas CI, Sison-Mangus NRydic KL, Briscoe AD
(2007b) Adaptive evolution of color vision as se#mwough the eyes of
butterflies.PNAS104: 8634-8640.

Frisch K von (1965) Tanzsprache und Orientierung Bienen. Berlin u.a.: Springer
Verlag.

Fuller RC, Fleishman LJ, Leal M, Travis J, Loew ZD@3) Intraspecific variation in
retinal cone distribution in the bluefin killifish,ucania goodei Journal of
Comparative Physiology A 189: 609-616.

Fuller RC, Carleton KL, Fadool JM, Spady TC, Tra¥i€2004) Population variation in
opsin expression in the bluefin killifishucania goodeia real-time PCR study.
Journal of Comparative PhysiologyI®0:147-54.

Gartner W, Towner P (1995). Invertebrate visualnmgts. Photochemistry and
Photobiology62: 1-16.

65



Galen C, Kevan PG (1980) Scent and color, flordlymporphisms and pollination
biology in Polemonium viscosumutt. American Midland NaturalisiO4: 281-
289.

Gigord LDB, Macnair MR, Smithson A (2001) Negativequency-dependent selection
maintains a dramatic flower color polymorphism ime trewardless orchid
Dactylorhiza sambucingL.) Soo. Proceedings of the National Academy of
Sciences USA8: 6253-6255.

Goldblatt P, Bernhardt P, Manning JC (1998) Poliora of petaloid geophytes by
monkey beetles (Scarabaeidae: Rutelinae: Hoplirsputhern AfricaAnnals of
the Missouri Botanical Garde®5: 215 230.

Gottsberger G (1977) Some aspects of beetle pttiman the evolution of flowering
plants.Plant Systematics and Evoluti®uppl 1: 211-226.

Hajibabaei M, Singer GAC, Clare EL, Hebert PDN (2DDesign and applicability of
DNA arrays and DNA barcodes in biodiversity monitgt BMC Biology5: 24.

Hall MD, Hoon MA, Ryba NJP, Pottinger JDD, Keen JBhibil HR, Findlay JBC
(1991) Molecular cloning and primary structure afusl (Loligo forbes)
rhodopsin, a phospholipase C-directed G-proteikelihreceptorBiochemical
Journal 274: 35-40.

Harvey DM (1971) Phenotypic variation in flower colour within thA&nemone
coronariacultivars.Annals of Botany5: 1-8.

Hasselmann EM (1962) Uber die relative spektralepfirdlichkeit von Kafer- und
Schmetterlingsaugen bei verschiedenen Helligkei#ologische Jahrbtcher
(Physiologie)s9: 537-576.

Hazkani-Covo E, Zeller RM, Martin W (2010) Moleculpoltergeists: mitochondrial
DNA copies (numts) in sequenced nuclear genonfdsoS Genetics6:
€1000834.

Hebert PDN, Cywinska A, Ball SL, de Waard JR (20@8)logical identifications
through DNA barcode®roceedings of the Royal SocietB): 313-321.
Helversen O von (1972) Zur spektralen Unterschegdampfindlichkeit der

HonigbieneJournal of Comparative Physiolog§0: 439-472.

Hoffmann M, Tripathi N, Henz SR, Lindholm AK, Weig®, Breden F, Dreyer C
(2007) Opsin gene duplication and diversificationtihe guppy, a model for
sexual selectiorRProceedings of the Royal SocietpB4: 33-42.

Honig B, Greenberg AD, Dinur U, Ebrey TG (1976) Maspigment spectra:
implications of the protonation of the retinal S€hiase.Biochemistryl5: 4593-
4599.

Hope AJ, Partridge JC, Dulai KS, Hunt DM (1997) Manisms of wavelength tuning
in the rod opsins of deep-sea fishBsoceedings of the Royal Society2B4:
155-163.

Horovitz A, Zohary D (1966) Spontaneous variegatfon perianth colour in wild
Anemone coronariaHeredity21: 513-515.

Horovitz A, Galil J, Zohary D (1975) Biological fla of Israel. 6Anemone coronaria
L. Israel Journal of Botan@4: 26-41.

Horovitz A. (1976) Edaphic factors and flower caladistribution in theAnemoneae
(RanunculacegePlant Systematics and Evolutid26: 239-242.

Horovitz A (1991) The pollination syndrome @inemone coronarid..: An insect-
biased mutualismActa Horticulturae288: 283-287.

66



Hsu R, Briscoe AD, Chang BSW, Pierce NE (2001) Molar evolution of a long
wavelength-sensitive opsin in mimetideliconius butterflies (Lepidoptera:
Nymphalidae)Biological Journal of the Linnean Societg: 435-449.

Hunt DM, Fitzgibbon J, Slobodyanyuk SJ, Bowmaker (1R96) Spectral tuning and
molecular evolution of rod visual pigments in theesies flock of cottoid fish in
Lake Baikal.Vision ResearcB6: 1217-1224.

Hunt DM, Dulai KS, Partridge JC, Cottrill P, Bown&akJK (2001) The molecular basis
for spectral tuning of rod visual pigments in dega fish. Journal of
Experimental Biologp04: 3333-3344.

Ichikawa T, Tateda H (1982) Distribution of col@ceptors in the larval eyes of four
species of Lepidopterdournal of Comparative Physiology9: 317-324.

Imai H, Terakita A, Tachibanaki S, Imamoto Y, Yasdwa T, Shichida Y (1997)
Photochemical and Biochemical Properties of ChiclBtue-Sensitive Cone
Visual PigmentBiochemistry36: 12773-12779.

Irwin RE, Strauss SY, Storz S, Emerson A, Guibef2@03) The role of herbivores in
the maintenance of a flower color polymorphism iindwadish. Ecology 84:
1733-1743.

Irwin RE, Strauss SY (2005) Flower color microevmn in wild radish: evolutionary
response to pollinator-mediated selectidmerican Naturalisi65: 225—-237.

Ivri Y (1985) Observations and the pollination eflrshowy flowersRotem14: 5-13
(auf Hebraisch).

Jackowska M, Bao R, Liu Z, McDonald EC, Cook TAjedrich M (2007) Genomic
and gene regulatory signatures of cryptozoic adiaptaLoss of blue sensitive
photoreceptors through expansion of long waveleoggin expression in the
red flour beetldribolium castaneumFronters in Zoology: 1-11.

Jones KN, Reithel JS (2001) Pollinator-mediatedect®n on a flower color
polymorphism in experimental populations Atirrhinum (Scrophulariaceae).
American Journal of Botany8: 447-454.

Keasar T, Shmida A, Zylbertal A (2008) Pollinati@eology of the redAnemone
coronaria (Ranunculaceae): Honeybees may select for earbyvefling.
Discussion Paper # 491, Center for the Study ofioRality, The Hebrew
University of Jerusalem (online unter http://rdtigi.ac.il/dp_files/dp491.pdf).

Keasar T, Harari AR, Sabatinelli G, Keith D, DakjiShavit O, Zylbertal A, Shmida A
(2009) Red anemone guild flowers as focal placesnfating and feeding of
Mediterranean glaphyrid beetles. Discussion Pages, #enter for the Study of
Rationality, The Hebrew University of Jerusalem lifgen unter
http://ratio.huji.ac.il/dp_files/dp515.pdf).

Kelber A (1999) Ovipositing butterflies use a resteptor to see greedournal of
Experimental Biology202, 2619-2630.

Kelber A “Invertebrate colour vision”, in: Warrar, Nilsson DE (Hg.) (2006)
Invertebrate visionCambridge University Press: 250-290.

Kinoshita M, Shimada N, Arikawa K (1999) Colouriais of the foraging swallowtail
butterfly Papilio xuthusJournal of Experimental Biologg02: 95-102.

Kitamoto J, Sakamoto K, Ozaki K, Mishina Y, Arikawa(1998) Two visual pigments
in a single photoreceptor cell: identification dmdtological localization of three
MRNAs encoding visual pigment opsins in the retifigdhe butterflyPapilio
xuthus Journal of Experimental Biologg01: 1255-1261.

67



Kleinschmidt J, Harosi FI (1992) Anion sensitivijnd spectral tuning of cone visual
pigmentsin situ. Proceedings of the National Academy of Sciences BSBA
9181-9185.

Kong J-M, Chia L-S, Goh N-K, Chia T-F, Brouillard 003) Analysis and biological
activities of anthocyanin®hytochemistr$4: 923-933.

Kouyama T, Murakami M (2008) Crystal structure gl rhodopsinNature 453:
363-367.

Kretz R (1979) A behavioural analysis of colouriamsin the antCataglyphisbicolor
(Formicidae, HymenopteraJournal of Comparative Physiology181: 217-33.

Kihn A (1924) Versuche Uber das Unterscheidungsiygem der Bienen und Fische fur
SpektrallichterNachrichten der Gesellschaft fir Wissenschatte®6-71.

Labhart T (1986) The electrophysiology of photoptoes in different eye regions of
the desert anCataglyphis bicolor Journal of Comparative Physiology ¥58:
1-7.

Lack AJ, Kay QON (1987) Genetic structure, geneflamd reproductive ecology in
sand-dune populations Bblygala vulgaris. Journal of Ecologib: 259-276.

Lehninger AL, Nelson DL, Cox MM (1998) PrinzipiererdBiochemie. Heidelberg:
Spektrum Akademischer Verlag.

Levin DA, Schmidt KP (1985) Dynamics of a hybridneoin Phlox an experimental
demographic investigatiodmerican Journal of Botany2: 1404—-14009.

Lin S, Kochendoerfer G, Carroll K, Wang D, MathRRsSakmar T (1998) Mechanisms
of spectral tuning in blue cone pigmenisurnal of BiologicalChemistry273:
24583-24591.

Lunau K, Maier EJ (1995) Innate colour preferenoédlower visitors. Journal of
Comparative Physiology A77: 1-19.

Makino CL, Groesbeek M, Lugtenburg J, Baylor DA 429 Spectral tuning in
salamander visual pigments studied with hihydroegti chromophores.
Biophysical Journal 77: 1024-1035.

Maksimovic S, Cook TA, Buschbeck EK (2008patial distribution of opsin-encoding
MRNAs in the tiered larval retinas of the sunbulising beetleThermonectus
marmoratus (Coleoptera: Dytiscidae)Journal of Experimental Biolog@12:
3781-3794.

Mardulyn P, Cameron SA (1999) The major opsin iesb@insecta: Hymenoptera): A
promising nuclear gene for higher level phylogesgtiolecular Phylogenetics
and Evolution12: 168-176.

Martinez-Harms J, Vorobyev M, Schorn J, Shmida Aenlgel R (unvero6ffentlicht)
Color vision of Glaphyrid beetles and their flowerdors.

Matic T (1983) Electrical inhibition in the retirtd the butterfly Papilio. 1. Four spectral
types of photoreceptordournal of Comparative Physiolody?2: 169-182.
Matsumoto Y, Fukamachi S, Mitani H, Kawamura S @0Bunctional characterization
of visual opsin repertoire in Medak@rfyzias latipes Gene371: 268—-278.

Mayer C, Soka G, Picker M (2006) The importancemainkey beetle (Scarabaeidae:
Hopliini) pollination for Aizoaceae and Asteraceaeyrazed and ungrazed areas
at Paulshoek, Succulent Karoo, South Afrigaurnal of Insect ConservatidiD:
323-333.

Meinertzhagen IA, Menzel R, Kahle G (1983) The iifaration of spectral receptor
types in the retina and lamina of the dragonfympetrum rubicundulum
Journal of Comparative Physiologypl: 295-310.

68



Menzel R., Shmida A (1993) The ecology of flowelotws and the natural colour
vision systems of insect pollinators: The Israkdrd as a study casBiological
Reviews8: 81-120.

Merbs SL, Nathans J (1992) Absorption spectra ohdiu cone pigmentdNature 356:
433-435.

Merbs SL, Nathans J (1993) Role of hydroxyl-bearamgino acids in differentially
tuning the absorption spectra of the human red @qmEn cone pigments.
Photochemistry and Photobiolog§$: 706—710.

Meyer CP, Paulay G (2005) DNA barcoding: error sabased on comprehensive
sampling.PLoS Biology3: e422.

Monaghan MT, Balke M, Gregory TR, Vogler AP (200BNA-based species
delineation in tropical beetles using mitochondr@hd nuclear markers.
Philosophical Transactions of the Royal Socie3aB: 1925-1933.

Nathans J (1987) Molecular biology of visual pigntseAnnual Review of Neuroscience
10:163-194.

Nathans J (1999) The evolution and physiology ahan color vision: Insights from
molecular genetic studies of visual pigmehtsuron24: 299-312.

Neitz M, Neitz J, Jacobs GH (1991) Spectral turohgigments underlying red-green
color vision.Science252: 971-974.

Neri M, Vanni S, Tavernelli I, Rothlisberger U (ZI)1Role of aggregation in rhodopsin
signal transductiorBiochemistry49: 4827-4832.

Neumeyer C (1980) Simultaneous color contrast ie tioneybee.Journal of
Comparative Physiology A39: 165-176.

Neumeyer C (1981) Chromatic adaptation in the hdmsy: successive color contrast
and color constancyournal of Comparative Physiologyl&4: 543-553.

Oba Y, Kainuma T (2009) Diel changes in the expogsef long wavelength-sensitive
and ultraviolet-sensitive opsin genes in the Jagareefly, Luciola cruciata
Gene436: 66-70.

Osorio D, Vorobyev M (2005) Photoreceptor specealsitivities in terrestrial animals:
adaptations for luminance and colour visiBnoceedings of the Royal Society B
272: 1745-1752.

Pamilo P, Viljakainen L, Vihavainen A (2007) Excepially high density of NUMTSs in
the honeybee genomolecular Biology and EvolutioB4: 1340-1346.

Pamminger T (2008) Bumblebee vision: Modificatidrtle visual system in terrestrial
habitats. Wien: Diplomarbeit, Eigenverlag.

Parry JWL, Poopalasundaram S, Bowmaker JK, Hunt (R6804) A novel amino acid
substitution is responsible for spectral tuningaimodent violet-sensitive visual
pigment.Biochemistry3: 8014-8020.

Paul R, Steiner A, Gemperlein R (1986) Spectral siseity of Calliphora
erythrocephalaand other insect species studied with Fourierriietemetric
stimulation (FIS)Journal of Comparative Physiolody8: 669-680.

Peitsch D, Feitz A, Hertel H, de Souza J, VentuRa Blenzel R (1992) The spectral
input systems of hymenopteran insects and thegptec-based colour vision.
Journal of Comparative Physiologyl&0: 23-40.

Pereira F, Carneiro J, Amorim A (2008) Identificati of species with DNA-based
technology: current progress and challenggecent Patents on DNA and Gene
Sequence?: 187-200.

Pichaud F, Briscoe A, Desplan C (1999) Evolutiorcalor vision.Current Opinion in
Neurobiology9: 622-627.

69



Picker MD, Midgley JJ (1996) Pollination by monkelyeetles (Coleoptera:
Scarabaeidae: Hopliini): flower and colour prefeesiAfrican Entomology:
7-14.

Proctor M, Yeo P (1973) The Pollination of Flowdtendon: Collins.

Qiu X, Arikawa, K (2003a) The photoreceptor location confirms the spectral
heterogeneity of ommatidia in the male small whigterfly, Pieris rapae
crucivora Journal of Comparative Physiology189: 81-88.

Qiu X, Arikawa K (2003b) Polymorphism of red receqst sensitivity spectra of
proximal photoreceptors in the small white butierfPieris rapaecrucivora
Journal of Experimental Biolog806: 2787-2793.

Raupach MJ, Astrin JA, Hannig K, Peters MK, StoecMY, Wagele J-W (2010)
Molecular species identification of Central Eurapgaound beetles (Coleoptera:
Carabidae) using nuclear rDNA expansion segments RMNA barcodes.
Frontiers in Zoology/: 26.

Raven PH (1972) Why are bird-visited flowers predwantly red?Evolution26: 674.

Saito N, Toki K, Moriyama H, Shigihara A, Honda Z002) Acylated anthocyanins
from the blue-violet flowers cAnemone coronarigPhytochemistrn$0: 365-373.

Sakai S, Kuniyasu M, Ymoto T, Kato M, Inoue T (19®eetle pollination oShorea
parvifolia (SectionMutica, Dipterocarpaceae) in a general flowering period in
Sarawak, MalaysigdAmerican Journal of Botan§6: 62-69.

Salcedo E, Farrell DM, Zheng L, Phistry M, Bagg HEitt SG (2009) The green-
absorbingDrosophila Rh6 visual pigment contains a blue-shifting amimad a
substitution that is conserved in vertebraldge Journal of Biological Chemistry
284: 5717-5722.

Schemske DW, Bierzychudek P (2001) Perspectivetugwa of flower color in the
desert annudlinanthus parryaeWright revisited Evolution55: 1269-1282.

Schemske DW, Bierzychudek P (2007) Spatial diffeation for flower color in the
desert annudlinanthus parryaeWas Wright right®Evolution61: 2528-2543.

Schonfelder I, Schonfelder P (2002) Kosmos Atladtéifneer- und Kanarenflora.
Stuttgart: Franck-Kosmos Verlags-GmbH & Co.

Scotto-Lavino E, Du G, Frohman MA (2006) 3' End cBMmplification using classic
RACE. Nature Protocoldl: 2742-2745.

Seki T, Vogt K (1998) Evolutionary aspects of thaedsity of visual pigment
chromophores in the class Insectaomparative Biochemistry and Physiology
119: 53-64.

Shi Y, Radlwimmer FB, Yokoyama S (2001) Moleculangtics and the evolution of
ultraviolet vision in vertebratesProceedings of the Natlional Academy of
Sciences USA8: 11731-11736.

Shi Y, Yokoyama S (2003) Molecular analysis of #weolutionary significance of
ultraviolet vision in vertebratesProceedings of the National Academy of
Sciences USAQ00: 8308-8313.

Shyue S-K, Boissinot S, Schneider H, Sampaio In8icter MP, Abee CR, Williams L,
Hewett-Emmett D, Sperling HG, Cowing JA, Dulai KBunt DM, Li W-H
(1998) Molecular genetics of spectral tuning in N&erld monkey color vision.
Journal of Molecular Evolutiod6: 697-702.

Smith WC, Goldsmith TH (1990) Phyletic aspects ¢fe tdistribution of 3-
hydroxyretinal in the Class Insectiurnal of Molecular Evolutio30: 72—84.

Song H, Buhay JE, Whiting MF, Crandall KA (2008) maspecies in one: DNA
barcoding overestimates the number of species whathear mitochondrial

70



pseudogenes are coamplifid®toceedings of the National Academy of Sciences
USA105: 13486-13491.

Spady TC, Parry JWL, Robinson PR, Hunt DM, Bowmak€r Carleton KL (2006)
Evolution of the Cichlid Visual Palette through  ©Ogénetic
Subfunctionalization of the Opsin Gene Arrayslolecular Biology and
Evolution23: 1538-1547.

Spaethe J, Tautz J, Chittka L (2001) Visual comn#isan foraging bumblebees: Flower
size and color affect search time and flight betva¥roceedings of the National
Academy of Sciences US8: 3898-3903.

Spaethe J, Briscoe AD (2004) Early duplication &mactional diversification of the
opsin gene family in insectslolecular Biology and Evolutio81: 1583-1594.

Stanton ML (1987) Reproductive biology of petalarolariants of wild populations of
Raphanus sativuis.: I. Pollinator response to color morplgnerican Journal of
Botany74: 176-185.

Stavenga DG, Arikawa K (2006) Evolution of colodarision of butterfliesArthropod
Structure & Developmeris: 307-318.

Steiner A, Rudiger P, Gemperlein R (1987) Retieakptor types irglais urticaeand
Pieris brassicae(Lepidoptera), revealed by analysis of the eleetinogram
obtained with Fourier interferometric stimulatidil$). Journal of Comparative
Physiology AL60: 247-258.

Sun H, Macke J, Nathans J (1997) Mechanisms oftigbdaning in the mouse green
cone pigmentProceedings of the National Academy of Sciences34S8860-
8865.

Surridge AK, Osorio D, Mundy NI (2003) Evolution crselection of trichromatic
vision in primatesTrends in Ecology and Evolutid8: 198-204.

Takahashi Y, Ebrey TG (2003) Molecular basis ofcsad tuning in the newt short
wavelength sensitive visual pigmeBiochemistry42: 6025-6034.

Toki K, Saito N, Shigihara A, Honda T (2001) Antlgaains from the scarlet flowers of
Anemone coronaridPhytochemistrnp6: 711-715.

Townson SM, Chang BSW, Salcedo E, Chadwell LV, rd&eNE, Britt SG (1998)
Honeybee blue- and ultraviolet-sensitive opsinsoniclg, heterologous
expression inDrosophila and physiological characterizatiomhe Journal of
Neurosciencd8: 2412-2422.

Wakakuwa M, Stavenga DG, Kurasawa M, Arikawa K @0A unique visual pigment
expressed in green, red and deep-red receptonseireyte of the small white
butterfly, Pieris rapae crucivora The Journal of Experimental Biolog®07:
2803-2810.

Wald G (1968) The molecular basis of visual exmtatNature219: 800-807.

Waser NM, Price MV (1981) Pollinator choice andogitaing selection for flower color
in Delphinium nelsonii. EvolutioB5: 376—-390.

Waser NM, Price MV (1983) Pollinator behaviour andtural selection for flower
colour inDelphinium nelsoniiNature302: 422-424.

Waugh J (2007) DNA barcoding in animal species:gpss, potential and pitfalls.
BioEssay9: 188-197.

Wiemers M, Fiedler K (2007) Does the DNA barcodgap exist? — a case study in
blue butterflies (Lepidoptera: LycaenidaEjontiers in Zoologyt: 8.

Wilkie SE, Robinson PR, Cronin TW, Poopalasunda&nBowmaker JK, Hunt DM
(2000) Spectral tuning of avian violet- and ult@et-sensitive visual pigments.
Biochemistry39: 7895-7901.

71



Williams AJ, Hunt DM, Bowmaker JK, Mollon JD (1992The polymorphic
photopigments of the marmoset: spectral tuning gerktic basisThe EMBO
Journal11: 2039-2045.

Wittmann D, Radtke R, Cure J, Schifino-Wittmann NIB90) Coevolved reproductive
strategies in the oligolectic b&gallonychium petunia¢Apoidea, Andrenidae)
and three purple flowere®etunia species (Solanaceae) in southern Brazil.
Journal of Zoological Systematics and Evolution@gsearct28:157—-65.

Wright S (1943) An analysis of local variability 8dwer color inLinanthus parryae.
Genetic28: 139-156.

Wu M (2008) Evolutionary analysis of opsin geneslitbolium and related darkling
beetles. ETD Collection for Wayne State UniversiBaper AAI1456768
(Abstract online unter http://digitalcommons.waytki/dissertations/AAI1456
768).

Yang EC, Osorio D (1991) Spectral sensitivities mifotoreceptors and lamina
monopolar cells in the dragonflyjemicordulia tau Journal of Comparative
Physiology AL69: 663-669.

Yang EC, Osorio D (1996) Spectral responses an@nwmic processing in the
dragonfly laminaJournal of Comparative Physiolody8: 543-550.

Yinon U (1970) The visual mechanisms of Tenebriolitmo some aspects of the
spectral respons&he Journal of Experimental Biolo§g: 221-229.

Yokoyama R, Yokoyama S (1990) Convergent evolutiérthe red- and green-like
visual pigment genes in fisAstyanax fasciatysand humanProceedings of the
National Academy of Sciences USA 9315-9318.

Yokoyama S (1994) Gene duplications and evolutibthe short wavelength-sensitive
visual pigments in vertebratédolecular Biology and Evolutiohl: 32—-39.
Yokoyama S, Radlwimmer R (1998) The “five-sitegile and the evolution of red and

green color vision in mammalslolecular Biology and Evolutiof5: 560-567.

Yokoyama S, Radlwimmer FB (1999) The molecular ¢eseof red and green color
vision in mammalsGeneticsl53: 919-932.

Yokoyama S, Zhang H, Radlwimmer FB, Blow NS (1988paptive evolution of color
vision of the Comoran coelacanthafimeria chalunmae Proceedings of the
National Academy of Scienc@6: 6279-6284.

Yokoyama S, Shi Y (2000) Genetics and evolutioulofaviolet vision in vertebrates.
FEBS Lettergl86: 167-172.

Yokoyama S, Radlwimmer FB (2001) The molecular ¢ieaexnd evolution of red and
green color vision in vertebratéSeneticsl58: 1697-1710.

Yokoyama S, Starmer WT, Takahashi Y, Tada T (20@8jiary structure and spectral
tuning of UV and violet pigments in vertebrat&ene365: 95-103.

Yokoyama S, Takenaka N, Blow N (2007) A novel spg@ctuning in the short
wavelength-sensitive (SWS1 and SWS2) pigments wéfll killifish (Lucania
goode). Gene396: 196-202.

Zhukovsky EA, Oprian DD (1989) Effect of carboxylecid side chains on the
absorption maximum of visual pigmen8cience246: 928-930.

72



Anhang

Tab.1: Die nicht-funktionierenden Primer. Angefuhrt sind die Bezeichnung des jeweiligen Prandie
Sequenz in 5-3'-Richtung, die Position in Basenpaabezogen auf die mRNA von Tribolium
castaneum sowie die Herkunft des jeweiligen Prim&iagbblePositionen sind griin markiert.

Primer-
Bezeichnung

Position
MRNA

[bp]

Primer-Sequenz
(5-3)

Herkunft

LWRh for

ATTTGCTATTAYGARACNTGGG
T

358-380

Mardulyn & Cameron
(1999

LWRh rev

ATATGGAGTCCANGCCATRAAC
CA

883-906

Mardulyn & Cameron
(1999

80 (for)

GAACARGCWAARAARATGA 778-791

u.a. Briscoe 2001; Briscoe
et al. 2003; Briscoe &
Bernard 2005; Chang et al.
1996; Spaethe & Briscoe

200¢

OPSRD (rev)

1000-

CCRTANACRATNGGRTTRTA 1019

u.a. Briscoe 2001; Briscoe
et al. 2003; Briscoe &
Bernard 2005; Chang et al.
1996; Spaethe & Briscoe

200¢

Beetle LW1 for

TMACMGTNYGTNGAYAARGT 71-89

TcRhR-3F, Jackowska et al.
(2007), Alignierung mit
Tribolium, Luciola,
Thermonectt

Beetle LW3 for

ATGACNGCNTGYGGWAGCKGA 598-617

Oba LW2f, Oba & Kainuma
(2009), Alignierung mit
Tribolium, Luciola,
Thermonectt

Beetle LW4 for

TYCCRCOMATGAACCGSCTMTG  134-155

Designed mit ,Primer Select
8.0.2" (Lasergene,
DNAStar) ausgehend von
Tribolium; anschlieRend
Alignierung mit Tribolium
und Luciola=> Einfugen
von wobbl«Positione!

Beetle LWS5 for

AACCCSCTMTGGCACGGYMTT

cT 145-167

Designed mit ,Primer Select
8.0.2" (Lasergene,
DNAStar) ausgehend von
Tribolium; anschlieRend
Alignierung mit Tribolium
und Luciola=> Einfugen
von wobbl«Positione!

Beetle LW8 for

CAAGCAAAGAAAATGAACG 760-778

manuell designed ausgehend
von Alignment von
Tribolium undLuciola

Beetle LW1 rev

ACNGCRTTRGCYTTNGCRAA 958-977

Oba LW3r, Oba & Kainuma
(2009), Alignierung mit
Tribolium, Luciola,
Thermonectus

Beetle LW2 rev

GTCATGTTRCCTTCTGGSACGT

A 580-602

Reverse Complement von
Beetle LW2

Beetle LW3 rev

TCMGTTCGRCASGCSGTCAT

598-617

Reverse Complement von
Beetle LW3
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handisch designed

Beetle LW7 rev CACACCAACC?F'?}YGGGAAYTTC 11%%% ausgehend von Alignment
von Tribolium undLuciola
sequenzspezifisch bzgl.
Beetle LW8rev  AATCGGTACCACAAGCTGTCA  599-619 Seqﬁ'é%l@f%i'?ﬁ;\e/: duen
Aund C
sequenzspezifisch bzgl.
Beetle LW9(a) for CCGATAGTCTATGCAATTAGTC  985-1006 Alignment eigener
Sequenzen von Individuen
Aund C
sequenzspezifisch bzgl.
Beetle LW10(i)for GTCATCCAAAATACAGACAAG 1004- Alignment eigener
C 1025 Sequenzen von Individuen
Aund C
Scotto Qo CCAGTGAGCAGAGTGACG S\(/;g:\t/\c/)elr_]?lljlr?g ]SJra?l;ngA%f);
Scotto Qi GAGGACTCGAGCTCAAGC - S\‘;g:\tleehf‘j‘l’]':g feutr%!;éi(g@?
CCAGTGAGCAGAGTGACGAGG . .
Scotto Q ACTCGAGCTCAAGCTTTTTTTTT Scotto-Lavino et al. (2006);

TTTTTTTT

Verwendung fur 3'RACE

Tab.2: Abkurzungen und Eigenschaften der einzelnen Aminosie. Die nomenklatorische Einteilung

bezieht sich auf Lehninger et al. (1998).

Abkiirzung
G (Gly)
A (Ala)
V (Val)
L (Leu)

I (lle)
P (Pro)
F (Phe)
W (Trp)
Y (Tyr)
S (Ser)
T (Thr)
C (Cys)
M (Met)
N (Asn)
Q (GIn)
D (Asp)
E (Glu)
K (Lys)
R (Arg)
H (His)

Name
Glycin
Alanin
Valin
Leucin
Isoleucin
Prolin
Phenylalanin
Tryptophan
Tyrosin
Serin
Threonin
Cystein
Methionin
Asparagin
Glutamin
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Lysin
Arginin
Histidin

Eigenschaft
Unpolar, aliphatische Seitenketten
Unpolar, aliphatische Seitenketten
Unpolar, aliphatische Seitenketten
Unpolar, aliphatische Seitenketten
Unpolar, aliphatische Seitenkatte
Unpolar, aliphatische Seitenketten
Aromatische Seitenketten
Aromatische Seitenketten
Aromatische Seitenketten
Polar, ungeladene Seitenketten
Polar, ungeladene Seitenketten
Polar, ungeladene Seitenketten
Polar, ungeladene Seitenketten
Polar, ungeladene Seitenketten
Polar, ungeladene Seitenketten
Negativ Geladene Seitenkette
Negativ Geladene Seitenketten
Positiv geladene Seitenketten
Positiv geladene Seitenketten
Positiv geladene Seitenketten
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Tab.3: Vergleichssequenzen fiir das Alignment zur Udrprifung von Spectral Tuning Positionen.
Angefihrt sind die jeweiligen Taxa sowie deren jdigle Genebank Accession Number.

Taxon GeneBank Accession Number
Bos taurus (Bovine) Rhodopsin NM_001162519.1
Homo sapiens Griun (MW) NM_000513.2
Homo sapiens Rot (LW) NM_020061.4
Bombus impatiens LWRh1 AY485302.1
Papilio glaucus Rh1 AF077189.1
Papilio glaucus Rh3 AF067080.1
Heliconius sara Rot AF126753
Drosophila melanogaster Rh1 K02315.1
Drosophila melanogaster Rh2 M12896.1
Drosophila melanogaster Rh3 M17718.1
Drosophila melanogaster Rh4 NM_057353.3
Drosophila melanogaster Rh5 U67905.1
Drosophila melanogaster Rh6 Z86118.1
10 20 30 40 50 [} 70 80
Bovine Rhodopsin G PN VEREN L KRCVVRSPFEAD | QY LAEPHOF SMLAATMFLLIMLCF R TNFL

Papilico glaucus Rhl
Papilio glaucus Rh3
Heliconius sara Rot

MALDSLDPAATFCHAWACKMEAYGSNQTVIDOVLPEMIHLID . HWY . FPPMN . LWHCGL . GFVIAV.GFISLSG. GM
MALDYLNTGAAKMGTW . GOMSAYGANQTVVD . VLPEMLHLID . HWY . FPPMN . LWYCL . GFTIAC .ATTSITG. AM
XH.FPPMN . LWHGL . GFVIGV .GFISVTG.GM

A
c
E
Homo sapiens Griin (MW)
Homo sapiens Rot (LW)

N.HI.PR.VYHLTSVW.IFVVIASVFT.G.
N.HI.PR.VYHLTSVW.IFVVTASVFT.G

MAQOWSLORLA . RHPQDS .EDSTQSSIFTYTNSNST.G. . . G.
MAQOWSLORLA . RHPQDS . EDSTQSSIFTYTNSNST . G. . .G.

Bombus impatiens LWRh1l Y .FPPLN.MWHGI .GFVIG. .GFISVSG.

Drosophila melanogaster Rhl MES FAVARAQLGPHFA.L.~~NGSVVD.VIPDMAHLIS . YWN.FPAMD . IWAKI.T. . . IMIG.ISWCG.GV
Drosophila melanogaster Rh2 MERSHLPETPFDLAHSGPRFQAQ . SGNGSVLDNVLPDMAHLVN . YWSRFAPMD . MMSKI . GLFTLAIMIISCCG. GV
Drosophila melanogaster Rh3 MESGNVSSSLEGNVSTALR.EARLS-~AETRLLGWNVPPEELRHIPEHWLT . PEPPESMNYL. GCTLYIFFTLMSMLG.G.
Drosophila melanogaster Rhd MEP LCNASEPPLR. EARSSGNGDLOFLGWNVPPDQIQYIPEHWLTQLEPPASMHY . .GVFYIF . FCASTVG.GM
Drosophila melanogaster Rhb MHINGPS . POQAYVNDSLCGDGSVFPMGHGYPAEYQHMVHAHWRGFRE . PIYYHAGFYIAFIV . MLSSIFG.G.
Drosophila melanogaster Rhé -ASLHP.S5.AYMRDGRNLSLAESVPAETMHMVD . YWY .WPPL. .MW.GIIGFVIAT.GTMSLAG. . I

90 100 110 180
TLYVTVOHKKLRTPLNY ILLNLAVADLFMVFCCFTTTLY TSLHCYFVFGPTCCNLECFFATLCCEIALWSLVVLATERYV
VI.IFTTT.T.K..S.LLV..... 8.FL.MTCMAPPLVVN.Y.ETW....LA.A.YAAAGS.F.T.5I.TMTMI.FD..N
VI.IFTTT.N.K..S.LLVV....S8.FL.MACMAPPLIIN.YNETW. .. .LF.AIYACGG [ . TVSI.TMTAI.FD..N

120 130 140 150

Bovine Rhodopsin
Papilio glaucus Rhl
Papilico glaucus Rh3

Heliconius sara Rot VV.IFTTT.S.K..S.ILVV...FS.FL.M.MMAPPMVINCYNETW. . . .LA.Q.YACAGS.Y.CVSI.TMTMI .FD. .N
A
c
E
Homo sapiens Griin (MW) V.AAMKF....H...W..V....... AETVIAS.ISVVNQVY....L.HPM.V...YTVS.C.ITG....ATISW. .WM
Homo sapiens Rot (LW) V.AAMKF....H...W..V....... AETVIAS.ISIVNQVS....L.HPM.V.. YTVS.C.ITG....AIISW. .WL
Bombus impatiens LWRh1l VV.IFLST.S....S.LFVI...IS.FL.M.CMSPPMVINCYYETW.L. . LF.QIYAMLGS.F.CGST . TMTMI .FD. .N
Drosophila melanogaster Rhl VI.IFATT.S....A.LLVI...IS.FGIMITNTPMMGINLYFETW.L. .MM.DIVACLGSAF.CSSI. . MCMISLD..Q
Drosophila melanogaster Rh2 VV.IFGGT.S....A.LLV....FS.FC.MASQSPVMIINFYYETW.L..LW.DIYAGCGS.F.CVSI. .MCMI.FD..N
Drosophila melanogaster Rh3 VIW.FSAA.S....S5.ILVI...FC.FM.MVK-TPIFI.N.F.QGYAL.HL..QIF.IIGSYT.IA.GATNAFI.YD.FN
Drosophila melanogaster Rhd VIWIFSTS.S....5.MEV..... F..I.CLK~APIFI.N.F.RG.AL.N.W.QIFASIGSYS.IG.GMTNAAIGYD..N
Drosophila melanogaster RhE VIWIFSTS.S... LLT....IF....CTN~MPHY.INATV..I.G.DL. .DIYALNGGIS.MG.SITNAFI.FD. .K
Drosophila melanogaster Rh6é VM.IFTSS.G....S5.MFVV...FS.FM.M.TM.PPVVLNGFY.TWIM. .FL.E.Y.M.GS.F.CVSIL. .MILI.¥D..C
170 180 1s0 200 210 220 230 240

Bovine Rhodopsin VVCKPMSNFRFGENHATMGVAFTWVMALACAAPPLVG-~WSRY I PEGMQCSCGIDYYTPHEETNNESFVIYMFVVHFITIPL

Papilioc glaucus Rhl .IV.GCIAAKPMTN.G.LLRILAT..SS. .WIVA.MF.~.N..V.. . NMTA..T..LNKDWFS~~R.YIVAYATFCYFT. .
Papilio glaucus Rh3 .IV.GIAAKPMSI.G.LLRILAT.LSS. .WIVA.IF.~.N..V.. NMTV..T..LSKDMLS~~R.YI.AYA .FCYFL..
Heliconius sara Rot .IV.GIAAKPMTI.G.LLR.FGI.AFS. .WTIA..F.~.G..V.. . NMTA..T..FDQSFSN~~R.YILLYSIACYYA..
A XA..T..LSKSWVH~~K.YILVYSAFVYFL.
c XA..T..LSKSWVH~~K.YILVYS.FVYFL. .
E XA. . TN.LSKSWVD~~K.YILAYSAFMYFL. .
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Homo sapiens Grin (MW) — ..... FG.V..DAKL..V.I..S.IW.AVWT...IF.~....W.H.LKT... P.VFSGSSYPGVQ).YM.VIM.TCC.T. .

Homo sapiens Rot (LW)  ..... FG.V..DAKL..V.I..S.IWSAVWT...IF.~....W.H.LKT...P.VFSGSSYPGVQ.YM.VIM.TCC. . ..
Bombus impatiens LWRhl .IV.GL.GKPLTI.G.LLRILGI.LFS.IWTIA.MF.~ . N..V.. NMTA..T..FSRDIVS~~V.YILLYSIWVYFF..
Drosophila melanogaster Rhl .IV.G.AGRPMTIPL.LGKI.YI.F.SSTWCLA.AF. V.. .NLT...... LERDWNP~~R.YL.FYSIFVYY. ..
Drosophila melanogaster Rh2 SIVOGINGTPMTIKTS. .KIL.I.M. .VFWIVM. .I.~..A. V... NLTA.S...M.RMWNP~~R.YL.TYSLFVYYT..
Drosophila melancogaster Rh3 .ITR. .EGK~MTHGK. .AMII.IYMY.TPWVVACYTET.G.FV. -L.DNFD.~~RL. .ACI.FF5.VC.T
Drosophila melanogaster Rhd JIT. . .NRN~MTFTK.VIMNIII.LYCTPWVVL. .TQF.D.FV. - LSDNFD . RL. .GTI.FFS.VC.T
Drosophila melancogaster Rhb TISN.IDGR-LSYGQIVLLIL...LW.TPFSVL..FQI.G..Q...FLTT.SF..L.NTD.N~~RL..RTI..WSYV..M
Drosophila melanogaster Rhé .IV.G.ARKPLTATA . VLRILMVV.TICG.W.IM. .F.~.N..V.. NMTA..T..FAKDWWN~~R.YI . VYSLWVYLT. .

250 280 270 280 230 300 310 320

R R RN I IR IR BRI BRI IR IIEITIC EIEITN ICICIEI IEIEIEICN BTN IR

Bovine Rhodopsin IVIFFCYGQLVFTVKE QQOESATTQ KAEKEVTRMVITMVIAFLICWLPYAGVAFYIFTHQGSD
Papilic glaucus Rhl AL.IYS.FFIIQA . .AAHERAMR.Q . KKMNVASLRSSEAANT~S. .CKLAKVAIMTISLWFMA.T. .LVIN.TCIF~ETAT
Papilic glaucus Rh3 GL.IYS.WFIIQA.AAHEKAMR.(Q.KKMNVASLRSSDAANT~S. .CKLAKVAIMTISLWFMA.T. .LVIN.AGVF~ETAP
Heliconius sara Rot FL.IYS.FFI.QA.AAHEKAMR.(Q . KKMNVASLRSSDAANT~S . . CKLAKVAIMTISLWFMA . T. . LVINYAGTIFKTMTX
A FT.IYS.WFI.QA.AAHEKAMR.(Q.KKMNVASLRSSDANDT~S. . FKLARKVAIMTISLWFMA.T. . LITNYIGIF~ETAN
c FT.IYS.WFI.QA.AAHEKAMR.Q . KKMNVASLRSSDANET~S. . FKLAKVAIMTISLWFMA.T. .LITNYIGIF~ETAN
E FT.IYS.WFI.QA AARHEKAMR.(Q . KKMNVASLRSSDTNET~S. .CKLAKVALVTISLWFMA.T. .LITNYICIF~ETAN
Homo sapiens Griin (MW) SI.VL. .L.VWLATRAV.K. .K. .ES. . ~vwmmmnaannnns 000 000, VV..L..CF.. . .FF.CFAARNP.YP
Homo sapiens Rot (LW) AT .ML..L.VWLAIRAV.K. . K. .ES.. .- VV.IF.YCV..G..TFF.CFAAANP.YA
Bombus impatiens LWRh1l FL. TYIIQA .ARHEKNMR. Q. KKMNVASLRSSENQNT~SX . CKLAKVAIMTISLWFMA. T. . LVINWSGIF~SLVK
Drosophila melanogaster Rhl FL.CYS.WFIIAA.SAHEKAMR.(Q.KKMNVKSLRSSEDAEK-S. .GKLAKVALVTITLWFMA.T. . LVINCMGLF~KFEG
Drosophila melanogaster Rh2 FL. .ABHEKAMR. Q . KKMNVKSLRSSEDCDK-S . . GKLAKVALTTISLWFMA.T. . LVICYFGLF~KIDG
Drosophila melanogaster Rh3 TM. . FSHEKALRDQ . KKMNVESLRSNVDKNKET . . IRTAKAA . TICFL.FCS.T. . GVMSLIGAFGDKTL
Drosophila melanogaster Rhd LM. .FSHEKALR. Q. KKMNVESLRSNVDKSKET . . IRIAKAA . TICFL.FVS.T. .GVMSLIGAFGDK.L
Drosophila melanogaster Rhb TM. -RVHEKMLA . Q . KKMNVKSLSANANADNMSYV . LRTAKAAL . IYML.ILA.T. . SV. . LIGCFGEQQL
Drosophila melanogaster Rhé LT. . ARHEKAMR. Q . KKMNVASLRNSEADKSKATL . IKLAKVALTTISLWFFA.T. . TIINYAGCIF~ESMH

330 340 350 360 370 380 390

T T T L T T T T e T L R |

Bovine Rhodopsin FGPIFMTIPAFFAKTSAVYNPVIYIMMNKQFRNCMVTTLCCGKNPLGDDEASTTVSKTETSQVAPAY
Papilioc glaucus Rhl IS.LGTIWGSV...AN..... IV.GISHPKY .AALYQRFPSLAC~QPAADDN . SQASGK . TVCEEKPSA*
Papilic glaucus Rh3 IS.VSTIWGSV...AN..... IV.GISHPKY . AALYQRFPSLAC~QPSPDE.GS.ASGN . AVCEEKPPA*
Heliconius sara Rot
A IT.MGSTWCSV...A.5....IV.ATIS
c IT.MCSIWCSV
E IT.LGSIWCSVLS..GS....IV.AIS
Homo sapiens Grin (MW) .H.ILMAATL.......SATI...... VF..R..... ILOQLFGKKVDDGSELSSASKTEVSSV.S.S. . %
Homo sapiens Rot (LW) .H.ILMAAT,..Y...SATI...... VF..R..... ILOLFCKRKVDDGSELSSASKTEVSSV.S.5. . %
Bombus impatiens LWRh1l IS.LYTIWGSL...AN..
Drosophila melanogaster Rhl LT.LNTIWG.C...SA.C...IV.GISHPKY.LALKEKCP.CVFGKV. .GK.~SDAQSQATASEAESKA*
Drosophila melancogaster Rh2 LT.LTTIWG.T.......... IV.GISHPKY . IVLKEKCPMCVFGNT . EPKPDAPASDTETTSEADSKA*

Drosophila melanogaster Rh3 LT.CGATM...CAC.MV.CID.FV.AISHPRY .MELOQKRCPWLALNEKAP.S.AVA.TST.QEPQQTTAAY
Drosophila melanogaster Rh4 LT.CATM...CTC.LV.CID.FV.AISHPRY.LELOKRCPWLGVNEKSG.I.SAQ.T T.QEQQOTTAR*
Drosophila melanogaster Rhb IT.FVSML.CLAC.SVSCLD.WV.ATSHPKY .LELERR.PWLGIREKHATSG . SGCQESVAS . SGCDTLALSVQN*
Drosophila melanogaster Rhé LS.LSTICCGSV...AN..C..IV.CGLSHPKYKQOVLREKMP.LACCK..LT.DSRTQATAEISESQAY

Abb.1: Alignment auf Aminosaureebene zur Uberprifurg in der Literatur genannter Spectral
Tuning Positionen bezuglich der 3 Kafer-Sequenzen.Ubereinstimmungen mit  der als
Vergleichssequenz herangezogenen Sequenz vom Rdiodam Bos taurus(Bovine Rhodopsin) mit
den jeweils anderen Sequenzen sind als Punktestaligebei Unterschieden zur obersten Sequerdidst
jeweilige an der betreffenden Position auftreteAdd@noséaure angefuihrt. Die Abkirzungen A, C und E
bezeichnen die untersuchten Individd&mo A, Pygo C respektiveEulasia E. Bisher bekannte Spectral
Tuning Positionen der angefuhrten Taxa sind folgendQuellen entnommenPapilio glaucus
Rh1Papilio glaucusRh3Heliconius saraBriscoe (2001)Bombus impatiensSpaethe & Briscoe (2004),
Drosophila melanogastdRh1-Rh6: Salcedo et al. (2008)omo sapiensrin/Rot: Neitz et al. (1991).
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T T T T T T e e
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730 740 750 7a0 7o 780 780 g0o0

A TTTATTTCAGTACGAAAACCTATTTCTACCCTTAGACTTTCATCATCAATTGAATGATTACAARAATCTTCCCCCTGCTGA
e G. ..o G........
B i e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e a s e s e G..G........ <
D e e e e e et e e e e e e e e e e s e s e e e s e s e s s s e s e e e e e [ G........
E G CT........ B C.TT.A.AT..... L C....... A A i it i e
F G CT........ B C.TT.A.AT..... L C.G..... A A i it i e
810

F T e T
A ACACAGATACGCTGARA
B ..
e e e,
0
E IR AC
F IR AC

Abb.2: Alignment der CO1-Sequenzen auf Nukleotidebee. Ubereinstimmungen mit der als
Vergleichssequenz herangezogenen Sequenz vondndiviPygo A mit den jeweils anderen Sequenzen
sind als Punkte dargestellt, bei Unterschiederobersten Sequenz ist die jeweilige an der betrdéan
Position auftretende Base angefuhrt. Die AbkirzangeD bezeichnen die IndividueRygo A-D,
wahrend E-F fuEulasia E-F stehen.
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Abb.3: Alignment der CO1-Sequenzen auf Aminosaureame. Ubereinstimmungen mit der als
Vergleichssequenz herangezogenen Sequenz vondandiviPygo A mit den jeweils anderen Sequenzen
sind als Punkte dargestellt, bei Unterschiedernobersten Sequenz ist die jeweilige an der betrdéien
Position auftretende Aminosaure angefuhrt. Die Abktigen A-D bezeichnen die IndividuBygo A-D,
wahrend E-F fuEulasia E-F stehen.
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Tab.4: Die insgesamt 27 Untersuchungsstandorte.In der Tab. aufgefuhrt sind alle
Untersuchungsstandorte mit inren Hohenlagen in Méteen Hangausrichtungen (Standort 1-25), ihren
Breitengraden (N: nordlich des Aquators) sowie leingraden (EO: dstlich vom Nullmeridian) in Grad
(°), Winkelminuten (°) und Winkelsekunden (*).

Standort Hoéhe Hangausrichtung N EO
#1 891 S 40°00'37,7" 22°18'01,2"
#2 1034 SW 40°00'59,1" 22°17'59,3"
#3 1107 SW 40°01'14,9" 22°17'40,2"
#4 1170 SW 40°01'19,6" 22°17'39,6"
#5 1222 SW 40°01'12,0" 22°18'10,0"
#6 1346 SO 40°01'28,4" 22°18'22,8"
#7 642 NW 39°59'27,0" 22°18'02,9"
#8 797 SW 39°59"40,3" 22°18'27,8"
#9 811 N 39°59'40,4" 22°18'32,3"
#10 759 S 39°59'35,2" 22°18'17,9"
#11 954 SW 39°59'26,7" 22°19'25,4"
#12 974 SW 39°59'24,2" 22°19'28,1"
#13 1119 S 39°58'09,6" 22°20'17,9"
#14 669 W 40°03'33,4" 22°13'22,2"
#15 1014 W 40°02'23,1" 22°15'45,8"
#16 1172 NW 40°02'21,9" 22°16'27,8"
#17 1192 NW 40°02'22,0" 22°16'35,0"
#18 1257 W 40°02'08,0" 22°16'32,4"
#19 1336 SW 40°02'07,2" 22°16'49,8"
#20 508 W 39°59'53,2" 22°12'55,6"
#21 1470 SO 40°01'44,4" 22°18'31,8"
#22 1123 NO 39°58'20,7" 22°20'06,4"
#23 1026 SW 39°57'59,7" 22°20'49,4"
#24 1088 SO 39°58'14,2" 22°20'41,2"
#25 1148 SO 39°58'31,2" 22°20'41,4"
»Helene_1“-Stelle 307 / 39°48'46,6" 22°08'50,4“
,Mistkifer“-Stelle 466 / 39°51’24,7“ 22°15’05,5“
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