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Abstract

From the east to west and back: Phylogeography of Anguis colchica

Slow worms (Anguis spp.) survived global climate oscillations during the Quaternary in the refuges, from
where they have colonized areas with a favorable climate during interglacials. The Eastern Slow Worm (A.
colchica) is the only polytypic representative of the genus with four main phylogenetic lines: Incerta, Colchica,
Pontica and Orientalis. The so far largest dataset of mitochondrial and nuclear markers comprising 234 individuals
from 184 localities were analyzed in this study in order to investigate phylogenetic diversity within this species.
Orientalis is the basal line of a concatenated phylogenetic tree, located in the region below the Caspian Sea. The
Glacial refugia of the Colchica line probably lay in the western part of the Caucasus and in northeastern Turkey.
We can assume that the center of species radiation was in the current Caucasian or south Caspian region, from
where it expanded through Anatolia to Europe. Postglacial colonization of the Incerta clade took place probably
in the Carpathians and colonized wide area or Eurasia.

Keywords: Anguidae; Western Palearctic; genetic diversity; biogeography

Uvod a formulacia ciela

Slepuch vychodny (Anguis colchica), vykazuje vysoka vnatrodruhovu diverzitu a ako
jediny z rodu Anguis, je polytypicky. V celom areali jeho vyskytu, rozprestierajlicom sa na
znacnej Casti zapadného Palearktu, su zname Styri hlavné evolu¢né linie, z ktorych tri dnes nesu
taxonomicky status poddruhu. St to A. c. colchica vyskytujuci sa na Kaukaze, A. c. incerta
s najrozsiahlejsim Eurodzijskym aredlom, A. c. orietalis vyskytujuci sa juzne od Kaspického
mora a linia zvana ,,Ponticka®, ktora sa vyskytuje v oblasti Anatdlie a severného Turecka [1].

Kvoli nedostatocnému vzorkovaniu v minulosti, vieme o fylogeografii tohto druhu
mimo oblast’ Balkanskeho polostrova vel'mi malo. Nejasné st taktieZ poznatky z vyznamnych
centier diverzity ako je severny Iran, Anatoélia, ¢i Kaukaz. Taktiez nie je znama geneticka afinita
populécii v kontinentalnom Rusku. Pomocou analyz mitochondrialnej a jadrovej DNA sme sa
pokusili zodpovedat’ tieto otdzky a podat’ ¢o najkomplexnejsi prehlad o fylogenéze a

fylogeografii tohto druhu.

Material a metody
Ako zdroj DNA boli pozité vzorky ziskané odberom krvi od Zivych zvierat, alebo
odberom svalstva z mftvych zvierat (napr. usmrtené na cestach). Vzorky boli ulozené v 96%

etanole. DNA bola extrahovana podl'a protokolu doddvaného ku komerénému kitu E.Z.N.A.
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Tissue DNA Kit (Omega biotek, Norcross, GA, USA). DNA sme amplifikovali pomocou PCR
(Tab. 1). Pre genetické analyzy boli pouzité nasledujuce gény: ND2, C-mos, BDNF, PRLR.

Tab. 1. PCR profil pre jednotlivé gény

ND2 C-mos BDNF PRLR

Kroky Teplota Cas Teplota Cas Teplota Cas Teplota Cas
1. Pociatoénd denaturédcia 94°C | 2min. 94 °C 7 min. 94 °C Smin. | 94°C 5 min.
2. Denaturéacia 94°C | 35sek. | 94°C | 40sek. | 94°C | 20sek. | 94°C | 40 sek.
3. Aneldcia SHFE 35 sek. 48 °C 30 sek. 21.°C 45 sek. | 54,5°C | 30 sek.
4. Polymerizéacia 2,°C 1 min. T2°€ 1 min. 72°C | 20sek. | 72°C 1 min.
5. Polymerizécia 72°C | 10 min. | 72°C 7 min. 72°C | 10min. [ 72°C 5 min.
Opakované 35x% 40x 39x 40x

Do datasetu boli zahrnuté aj sekvencie ziskané z databazy GenBank. Celkovy dataset
obsahoval 234 sekvencii génu ND2 (732bp) zo 184 lokalit, 35 sekvencii génu C-mos (550bp)
z 26 lokalit, 25 sekvencii génu BDNF (669bp) z 23 lokalit a 55 sekvencii génu PRLR (554bp)
z 33 lokalit. Sekvencie sme spracovali v BioEdit. Vyber najvhodnejsich substitu¢nych modelov
prebehol v programe PartitionFinder. Fylogenetické stromy boli pocitané pomocou
Bayesovského pristupu (BA) a maximalnej pravdepodobnosti (ML). Haplotypové siete boli
robené v programe TCS a PHASE. Mapové vystupy boli spracované v programoch QGIS

a Inkscape.

Vysledky a diskusia

Na zéklade analyz konkatenovaného datasetu (mtDNA + nDNA) zahfnajaceho 17
jedincov, sme zhotovili fylogeneticky strom, ktorého Styri zrete'ne oddelené klastre potvrdzuju
predchadzajtce fylogenetické hypotézy [1]. Linia Orientalis s podporou 1.00/99 je bazalna a
sesterska ku vSetkym ostatnym (Obr. 1C). Najvyssiu genetickt diverzitu mozeme pozorovat
Vv oblasti Kaukazu, Anatdlie a severného Iranu. Na zaklade konkatenovaného fylogenetického
stromu mdzeme za centrum §irenia druhu Anguis colchica povazovat oblast’ Kaukazu alebo juh
kaspického regionu, odkial’ sa $iril cez Anatéliu do Eurdpy. V obdobi pleistocénu nasiel refiigia
v oblasti Karpat, odkial’ nasledne kolonizoval oblasti strednej a vychodnej Europy. Topologia
konkatenovaného stromu a ND2 stromu sa v nasej praci lisi. Na strome zostrojenom na zaklade
mitochondridlneho génu ND2 je bazalna linia Incerta (1.00/80) (Obr. 1A). Jedina linia bez
taxonomického zaradenia (Pontica), ma pri konkatenovanom aj mitochondridlnom strome
uplna podporu (1.00/100). Samostatné linie su v oboch analyzach dobre podporené, avSak
hlbsie divergencie medzi liniami st podporené slabo. Geograficku distribtciu jednotlivych linii
na zaklade mitochondridlneho génu ND2 mdzeme vidiet’ na Obrazku 1B.
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Obr. 1. (A) Fylogeneticky strom na zaklade fragmentu mtDNA (ND2), (B) geograficka distribucia
jednotlivych linii (ND2) (C) konkatenovany fylogeneticky strom (mtDNA + nDNA).

U linie Orientalis pozorujeme vysokt geneticktl diverzitu v oblasti pohoria Talysh, na
vychode Azerbajdzanu (Obr. 2A), ktoré je povazované za refugium [2]. Teplé obdobie
interglacidlu po prvom glacidlnom maxime v obdobi spodného pleistocénu, pravdepodobne
prispelo k expanzii fauny po severnych svahoch smerom k zapadnému Alborzu a taktiez k
horam juzného Azerbajdzanu [3]. Haplotyp z pohoria Alborz v Irane je zna¢ne geneticky
vzdialeny (Obr. 2E). Toto pohorie a juzné pobrezie Kaspického mora st viacerymi autormi
povazované za refigia [4,5] a taktiez sa cela oblast Hyrcanie javi ako radiaéné centrum
s mnozstvom mikrorefugii [6].

Linia Pontica vykazuje najniZSiu haplotypovl diverzitu. Haplotypy tejto linie, predtym
znamej iba z pohoria Stradza [1], sme detekovali aj v oblasti severného Turecka (Obr. 2B).
V pohori Stradza lezi pravdepodobne refligium ako nam naznaCuje star-like Struktara
haplotypovej siete (Obr. 2F). Jedna sa o jedinu azijska liniu zasahujiicu az na Balkansky
polostrov.

Linia Colchica vykazuje druht najvyssiu haplotypova diverzitu (Obr. 2G). Tato linia
bola detekovana vychodne od Cierneho mora na lokalitach v Rusku, Abchazku, Arménsku a na
vychode Turecka (Obr. 2C). Najvyssiu haplotypovu diverzitu mozeme pozorovat na
severozapade Abchdzka v oblasti Velkého Kaukazu, kde sme detekovali Kaukazku
haploskupinu 11, III, IV. Vysoka diverzita haplotypov v tejto oblasti pravdepodobne indikuje
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jedno z refugii tejto linie. Kaukazsk4 haploskupina VI sa v oblasti Rize vyskytuje spolu s
Kaukazskou haploskupinou V, ktora je d’alej rozsirena vo vychodnom Gruzinsku a v pohori
Maly Kaukaz. Jedna sa pravdepodobne o rozne historické refugia. V prospech tejto hypotézy

hovori fakt, ze Kaukazska haploskupina V tvori star-like vzor a centralny haplotyp zahffa aj
vzorky z lokality Rize.

haploskupina
Stara planina Karpatské ) ‘
haploskupina V "

haple
Kaukazské
haploskupina IV

Kaukazska
haploskupina V

Kaukazska
haploskupina |

Kaukazska
haploskupina VI

Karpatska

Karpatska
G haploskupina IV i

haploskupina Il H

Obr. 2. (A) Geograficka distribucia linie Orientalis, (B) geograficka distribacia linie Pontica, (C) geograficka

distribucia linie Colchica, (D) geograficka distribucia linie Incerta, (E) haplotypova siet’ linie Orientalis (ND2),

(F) haplotypova siet’ linie Pontica (ND2), (G) haplotypova siet’ linie Colchica (ND2), (H) haplotypova siet’ linie
Incerta (ND2).
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Fauna v pohoriach Malého a Velkého Kaukazu sa zacala fragmentovat’ pocas zal'adneni
v obdobi skorého a stredného pliocénu. Hlavnym centrom $irenia druhu Anguis colchica bola
Colchické oblast’ s relativne teplomilnou vegetdciou, ktora sa udrzala aj v najchladnejSom
obdobi. Refligid v tejto oblasti lezali v izkych vlhkych roklinéch s relativne konstantnou klimou
[7].

Linia Incerta ma najvacsi aredl vyskytu (Obr. 2D). Juzna hranicu areélu linie Incerta
tvori linia Stard Planina, nachaddzajica sa v oblasti juznych Karpat v Bulharsku a vo vychodnom
Srbsku. Vysoku haplotypova diverzitu mézeme vidiet’” v oblasti juznych Karpat (Banatska
haploskupina a Karpatské haploskupiny II, T) kde lokalizujeme pravdepodobne jedno z refugii.
Odtial’ jedince Karpatskej haploskupiny I zasahuju cez Ukrajinu aZ na nase tizemie, do Ciech,
Pol’'ska a Mad’arska. Vyznamnymi migra¢nymi trasami sa javi vonkajsi obluk Karpat a izemie
Pandnskej niziny [8]. Na zéklade rozsiahleho datasetu sme zistili Ze Karpatskd haploskupina
IV sa §iri az do zapadného Ruska a Karpatska haploskupina III az do Finska. Nami novozistena
Karpatska haploskupina V, zastipena tromi haplotypmi, sa vyskytuje spolu s haplotypmi
Karpatskej haploskupiny III a IV v oblasti Juznych Karpat, kde na zéklade vysokej diverzity
modzeme predpokladat’ vychodnejSie leziace mimo-mediteranne Karpatské refigium. V oblasti
Karpat mézeme pozorovat hned’ niekol'ko oblasti s vysokou haplotypovou diverzitou, ktoré
nam naznacuju poziciu historickych refugii. Oblasti strednej a vychodnej Eurdpy boli
kolonizované z Karpat, podobne ako u Zootoca vivipara alebo Vipera berus [9,10]. Taktiez sa

vSak slepuchy odtial'to §irili aj na juh, ako vidime na priklade Banatskej haploskupiny [1].

Zaver

Pomocou genetickych analyz, boli v predchadzajucich stadiach udruhu Anguis
colchica detekované $tyri evoluéné linie: Incerta, Colchica, Orientalis a Pontica. Celkovy
dataset spracovany v tejto praci obsahoval 234 sekvencii zo 184 lokalit, z ktorych 127 bolo
novo sekvenovanych a 107 predtym publikovanych. Na oboch nami vytvorenych
fylogenetickych stromoch vSetky linie vykazuju vysokt hodnotu bootstrapovej podpory pre
maximalnu vierohodnost (ML) aj hodnoty vyjadrujicej Bayesovsku posteriornu
pravdepodobnost’ (Bl). Ich vzajomné postavenie vsak zostava nevyrieSené, nakol’ko bazalnejsie
divergencie vo fylogenetickych stromoch nie si dostatoéne podporené. Analyzy
mitochondridlnej DNA a konkatenového datasetu, v kontexte existencie niekol’kych poddruhov
naznacuju, ze Vv budicnosti nem6zme vylucit' taxonomické prehodnotenie vnutri A. colchica.
Vdaka vyrazne vicSiemu datasetu, ktory sme mali k dispozicii oproti predchadzajucim

stadiam, sme mohli zmapovat geograficki distribuciu haplotypov v oblasti severnej
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a vychodnej Europy a detekovat’ novu haploskupinu v oblasti Karpat (Karpatska haploskupina

V). Data jasne ukazujt, Ze kolonizacia rozsiahlych tizemi druhom A. colchica v Europe, isla

z juhokarpatskych mimo-mediterannych refigii. Refugium Banatskej haploskupiny lezi

pravdepodobne v oblasti juznych Karpat. Karpatska haploskupina III sa dostala az do Finska,

zatial’ Co rozsiahle oblasti vychodnej Eurdpy kolonizovala Karpatska haploskupina IV.
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