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The Albanian expeditions...

and the discovery of a new 
cryptic species for science

24 febr 2024   - V.V.E.  Werkgroep dagvlinders 

Laurian Parmentier
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De eerste expedities 2015-2017
1. Zuid-oost Albanië

1. Zuid-Oost Albanië

Bobisthicë

Bobosthicë: P. amymone, P. thisiphone

P. ripartii, P. admetus
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Albanië: de eerste expedities: 2015-2017
Eerste contact VVE met Universiteti i Tiranës, Faculteti i Natyrës

Afspraak met wijlen Prof. Misja –
En Prof Paparisto
Overlopen interessante biotopen

Deel 1: 
- Bezoek Unief Tirana
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Albanië: de eerste expedities: 2015-2017

Boek Misja 2005

Eerste overzichtswerk met 
Verspreidingskaartjes

Tot dan  quasi ongekend 
referentiewerk in 
entomologische wereld

Albanië: de eerste expedities: 2015-2017

Boek Misja 2005

Kaart met hyaten
Albanië, 
Vb. M. jurtina
Rood: observaties < 2018
Groen: > 2018

Cuvelier S., Parmentier L., 
Paparisto A. & Couckuyt J. 
2018. Butterflies of Albania –
Fluturat e Shqipërisë. New 
surveys, new species and a 
new checklist (Lepidoptera: 
Papilionoidea) S4: 
distribution maps for all
species.
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Albanië: de eerste expedities: 2015-2017
Intussen: publicatie Vishnevskaya et at. (2016)

P. aroaniensis
This taxon was first described by Brown (1976a) as a subspecies of P. alcestis and two years 
later was raised to species rank (Brown and Coutsis 1978). Despite its similarity to other taxa 
of the brown complex, especially with P. humedasae, P. orphicus orphicus and P. o. eleniae, it 
differs by its karyotype and COI barcodes... However, there are numerous identification 
problems associated with P. aroaniensis because several populations from Central and 
Northern Greece, as well as from other countries of the Balkan Peninsula were identified 
as P. aroaniensis (see the section Distribution areas below), but their karyotypes were not 
studied. In our work, we discovered that two of these populations (from Timfristos Mt and 
Parnassos Mt) represented a previously unrecognized species. Below we name it and 
provide its formal description.

De eerste expedities 2015-2017
2. Midden Albanië

Tirana
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2. Centraal Albanië
Elbasan (Cerujë) : prachtige zichten

P. ripartii, 
P. damon

Elbasan:  traditionele landbouw…
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Burel - Liz

De eerste expedities 2015-2017
3. Midden-Noord-oost Albanië

Tirana
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2. Centraal AlbaniëOp weg naar The Mid-West…

Valikardhë

P. ripartii,

P. Damon

P. orphicus
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2. Centraal AlbaniëKrasta (1650 m)

2. Centraal AlbaniëKrrabë
(Loc. UTirana)
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2. Centraal AlbaniëKrrabë
(Loc. UTirana)

Long road to Cidhën

De eerste expedities 2015-2017
Lurë region
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2. Centraal Albanië
... Weg naar Lurë NP
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2. Centraal AlbaniëHow to solve a problem?... The Albanian solution

LurëGurë Lurë, the morning after…
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1) Morfologische kenmerken
 Witstreepblauwtje 
 + oranjetipje
 => 2 soorten
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2) Genitaliën

 Leptidea spec. studie
 L. sinapis
 L. reali/juvernica ?

Boswitjes-onderzoek
 42 : L. ??? (Provence)         63 : L. ??? (Isère)
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Vergelijk 42 – 63 (via het gekende 
mtDNA barcoding)
(reali – juvernica)  
(Provence - Isère)

 15 verschillen (op 658 bp) 
 ~ 2,3 % genetisch verschil in ‘barcode’

3 (a.) mt-DNA barcoding

 Per soort ook nog variatie van mtDNA binnen de soort 
 Haplotypes

 => Interspecifiek (tussen soorten) ?  
 => Intraspecifiek (binnen soorten) ?
 IGV : “Atlas of mitochondrial diversity of Western Palearctic 

butterflies”

 => mt DNA bezorgt ons informatie over de evolutie van en 
binnen soorten en soortvorming.
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3 (b.) nuclear barcoding/ karyotyping

 Per soort ook variatie van kern DNA:
 Echte soorten zijn ook in hun kernDNA verschillend
 ~ genoom /full genome sequencing

Mitochondriën
(Energie-machines)

kern

kern DNA & Chromosomen

 Chromosoom
 Deel 1) copiëren/
 verdubbelen :
 Bivalent 

chromosoom
 Bestaan uit 2 

dezelfde (zuster) 
chromatiden
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kernDNA & Chromosomen
A) De “Normale” celdeling : Mitose

Mitose II

 Van 1 cel met 2n naar 4 
cellen met n 
chromosomen

 Van diploide cel (met 2 
sets van chromosomen)

 Naar haploide cellen 
(met een enkele set 
chromosomen), niet 
identiek

B) Celdeling in de geslachtsklieren : 
geslachtsdeling (Meiose)

Meiose I
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Toegepast op enkele  gekende 
Balkan Agrodiaetus soorten

P. ripartii

n = 90

P. aroaniensis

n = 47-48

P. timfristos

n = 39

P. orphicus/eleniae

n = 41-42

Onderzoek specimen Lurë: wat is het?

Nu kunnen we aan de slag

1. Uiterlijk: veel donkerder… geen wit streepje

2. Mt DNA (barcode): zeer verschillend! =>?

3. Karyotype: ongekend (n = 43)

Conclusie:
Iets nieuws… 
maar meer stalen nodig voor uitsluitsel !?!
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 Een nieuwe vondst binnen het genus Agrodiaetus: BIS
 Extra samples…
 De wetenschappelijke beschrijving
 Kadering en nieuwe inzichten
 Vervolg

Overview

Lurë: waar zijn de bruine Agrodiaetus?

Parmentier L., Vila R. & Lukhtanov V. 2022. Integrative analysis reveals cryptic speciation linked to
habitat differentiation within Albanian populations of the anomalous blues (Lepidoptera, 
Lycaenidae, Polyommatus Latreille, 1804). – Comparative Cytogenetics 16(4): 211-242.2022
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1. Morfologisch

Vergelijken van nieuwe stalen met dicht aanleunende soorten op uiterlijk

P. lurae
M

P. orphicus
M
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1. Morfologisch

Vergelijken van nieuwe stalen met dicht aanleunende soorten op uiterlijk

P. ripartii
M

P. lurae
F

P. lurae
M

1. Morfologisch

Vergelijken van nieuwe stalen met dicht aanleunende soorten op uiterlijk

Conclusie 1:
Mbv. RGB metingen van 
vleugels 
(hoek => max. reflectie):
P. lurae significant *
verschillend van P. orphicus

* P < 0.05
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2. Mt DNA barcoding

Vergelijken van mt DNA met aanliggende (cryptische) soorten

Mt DNA fylogenetic tree
Geeft duidelijke, nieuwe
(monofyletische)
Outgroup

2. Mt DNA barcoding

Vergelijken van mt DNA met aanliggende (cryptische) soort

Conclusie 2:

Mt DNA phylogenetic tree
Geeft duidelijke, nieuwe
(monofyletische)
outgroup
 verschillend van 
P. orphicus, P. aroaniensis, 
P. timfristos en P. ripartii
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3. Karyotyping

Vergelijken van kern DNA

P. Lurae sp. nova
n = 42-43

P. Orphicus (Albanië)
n = 42

Conclusie 3:

Kernonderzoek geeft nieuwe karyotype, verschillend van P. orphicus (n =41-42), 
aroaniensis (n=47-48), P. timfristos (n = 39) en P. ripartii (n = 90)

4. Biogeografisch – Reproductieve isolatie?

Vergelijken van biotoop vindplaatsen P. lurae vs. P. orphicus 

Conclusie 4:
Reproductieve isolatie ifv. 
biotoop (ophioliet vs karst)

P. lurae significant *
verschillend van P. orphicus

* P < 0.05
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Opmerking: wel hybridisatie tussen P. lurae en P. orphicus

Vastgesteld op enkele (4 exemplaren)
Op ~ 80 gebarcode stalen => 5%

Contactzone

Is dat een probleem?

Neen,
Indien er reproductieve isolatie is

Moelijkere term, cytologisch gezien:
‘reinforcement na prezygotic isolation’ 
 Hybridisatie tussen verder 

geëvolueerde lineages
 Verdere split van de lineages
(Minder ‘fitted’ ~ basisprincipe Darwin)

Recap: Hybridisatie tussen soorten: is dit een unicum?

- Presentatie Laurian 2 febr. 2012 VVE WG DV
- Artikel BLK Laurian *

- Fotowedstrijd Flieflotter Laurian 

- Steeds meer voorbeelden tussen ‘duidelijke soorten’…

* Parmentier, L. Hybridisatie tussen Papilio machaon LINNAEUS en Papilio hospiton GENÉ : veldervaringen en kweek "in labo“. BLK-CLB 2012 (3)
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Hybridisatie: dus geen soort??
Geen morfologisch verschil: dus alles zelfde als één ‘superspecies’??

Lumpers of splitters… what’s in a name? Klein artikel Cuvelier (2023), Lépidoptères

Toekomst van fylogenie = Integrative aanpak
Zeker voor cryptische soorten(groepen)
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Recente reflectie in PNAS artikel
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Kadering: evolutie soorten + ondersoorten + lineages: veel plastischer

Vb. 
P. aroaniensis & 
P. damon

Vb. 
P. aroaniensis 
& P. lurae

Vb. 
P. riparti ripartii
P. ripartii pelopi

Dufresnes, C., Poyarkov, N., Jablonski, D. (2023) Acknowledging more biodiversity without more species. PNAS 120 (40): e2302424120
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P. lurae opgenomen in NCBI world database of taxa

Nieuwe inzichten: distributie
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Thanks to…
Compagnons de route

• Delphine, Thomas, Xhulia,…

Wetenschappelijk onderzoeksteam
• Prof. Anila Paparisto (advies, UTirana, vergunningen)
• Prof. Roger Vila (barcoding, funding & review publicatie)
• Dr. Joan-Carles Hinojosa (fylogenetische analyse)
• Prof. Vladimir Lukhtanov (Karyotyping, funding & review publicatie)
• Anonieme reviewers
• Studenten Universiteit Tiranë - UGent

Verder lezen? Bronnen i-net: 
• https://compcytogen.pensoft.net/article/90558/list/11/
• https://www.mdpi.com/2075-4450/14/9/769
• https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.2302424120

Thank you!

Questions?
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