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ABSTRAKT

Slepysi (Anguis spp.) jsou na tzemi Ceské a Slovenské republiky Siroce
rozSitenymi, ale skryté zijicimi zastupci plazi. Vzhledem k tomu, ze morfologické znaky
odlisujici jednotlivé druhy tohoto rodu nejsou zcela jasné definovany a vykazuji znaky
klinalni variability, bylo az na zaklad¢ nedavnych genetickych studii potvrzeno, ze se na
téchto tzemich vyskytuji dva z celkem péti znamych druht. Detailnéjsi poznatky o jejich
rozsifeni, presnéjSim prubéhu kontaktni zony, stejné tak i doklady ptipadné hybridizace,
nebyly doposud dostateéné. V predkladané diplomové praci bylo genotypovano celkem
407 jedinci z 281 lokalit. Ke genetickym analyzam se podafilo ziskat 407 sekvenci
fragmentu mitochondridlniho genu ND2, 170 sekvenci fragmentu jaderného genu PRLR a
156 sekvenci taktéZ jaderného genu RAGI. Vysledky genetickych analyz potvrdili, Ze
svym rozsifenim dominuje na uzemi Ceské republiky druh Anguis fragilis a naopak na
uzemi Slovenské republiky je to druh Anguis colchica. Podatilo se zpiesnit pribch
kontaktni zony obou druht, kterd se tahne severojiznim smérem od severni Moravy a
Slezska, pfes Horno- a Dolnomoravsky tival smérem na Slovensko k Malym Karpatim a
prechazi dal na uzemi Podunajské roviny. Velmi minimalni byly doposud poznatky o
hybridizaci téchto dvou druhti. Na zékladé porovnani vysledkid analyzy jadernych genti se
podafilo detekovat fadu jedinci s hybridnim genotypem a blize tak specifikovat S§ifi
hybridni zény na studovanych tzemich. Demografické analyzy ukazaly na podobnou
populac¢ni historii obou dvou druhtii a odhalily, ze po pomérné nedavné populaéni expanzi

doslo ke stabilizaci velikosti populact, ktera trva dodnes.

Klicova slova: Anguis fragilis, Anguis colchica, slepys, stiedni Evropa,

molekularni biogeografie, mitochondrialni a jaderna DNA, geneticka struktura.



ABSTRACT

The members of the genus Anguis are widely but hidden living reptile species in the
Czech and Slovak Republic. Due to their slight morphological characters among species of
the genus, presence of two out of five species in the study area has only recently been
confirmed. However, a detailed knowledge about their distribution, contact zones or
potential hybridization is still unknown or very insufficient. In this master thesis, 407
individuals of Anguis fragilis and A. colchica out of 281 locations were genotyped. 407
sequences of the mitochondrial marker ND2, 170 sequences of PRLR and 156 sequences
RAGI (both nuclear markers) were used for the genetic analyses. The results confirmed
the dominant species A. fragilis for the Czech Republic and 4. colchica for the Slovak
Republic. The contact and potential hybrid zone has north-south direction from northern
Moravia and Silesia, across the Morava River valleys to the Little Carpathians and the
Danubian Lowland in Slovakia. The most important information of this thesis is about
potential hybridization of these species. My analyses reveal that high number of
individuals in the north-south direction zone has hybrid genotype. It allowed detecting the
width of the hybrid zone and more accurate genetic structure among species and
populations. In addition, demographic analyses show similar population history in both
species with recent population expansion from glacial refugia with current stability in their

population size.

Key words: Anguis fragilis, Anguis colchica, slow worm, Central Europe,

molecular biogeography, mitochondrial and nuclear DNA, genetic structure.
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1 UVOD

V pocatcich taxonomické klasifikace v 18. stoleti zatadil Carl von Linné (1758)
slepyse (rod Anguis) mezi hady. Stejné tak tomu bylo v nejstarS§im prehledu fauny ¢eskych
zemi (Schmidt, 1789). Jedna se vSak o beznohého jestéra, ktery je i v soucasné dobé
laickou vetejnosti nékdy mylné povazovan za nebezpecného hada. Pii uchopeni sice mize
v sebeobran¢ slepys ¢loveéka kousnout, neni to vsak ptili§ ¢asté a drobné zoubky nezptisobi
vyraznéj$i poranéni.

Siroka ekologicka valence a potravni generalismus umoZiiuje slepy$tim obsazeni
zna¢né Skaly habitati (Brown et al., 2012). Vyznacuji se proto velmi rozsahlym aredlem
rozsifeni zahrnujicim téméf celou Evropu, vyjma jizniho Spanélska, Irska a severni
Skandinavie. Déle zasahuji na Blizky vychod a do Ruska azZ k zapadni Sibifi. V biotopech
s idealnimi podminkami mohou populace slepyst dosahovat pomérné vysokych hustot (az
1000 — 1700 ks/ha). Pfesto se s nimi cloveék, vzhledem k jejich skrytému az
semifosorialnimu zptisobu zivota, dostane do kontaktu jen vyjimeéné (Ferreiro & Galan,
2004; Vences, 1993).

V poslednich letech dostal rod Anguis fady taxonomickych zmén. Diky modernim
metoddm molekularné genetické diagnostiky byly odhaleny hluboké divergence, které
naznacuji, ze puvodné Siroce rozsifeny druh Anguis fragilis nebude druhem jedinym.
podafilo se odhalit i dalSi doposud skryté evoluéni linie, které byly povyseny do dvou, pro
faunu Evropy zcela novych druhti (Gvozdik et al., 2010, 2013).

Uzemi Ceské a Slovenské republiky je zajimavé kontaktem arealtl rozsifeni dvou
druhti slepysi. Prevazné na zapad¢ se zde vyskytuje slepys kiehky (Anguis fragilis) a na
vychodég slepys vychodni (Anguis colchica). Na zaklad€ genetickych dat se arealy jejich
roz§ifeni setkdvaji v nepftili§ Siroké kontaktni zon€ (Gvozdik et al., 2010), jejiz pfiblizna
pozice reflektuje jiz diive nastinénou linii, vychazejici z pozorovani morfologickych
rozdili. Vzhledem k vyskytu pfechodnych forem je pfedpokladéna i jistd mira hybridizace,
ktera byla zachycena napft. v nedalekém Mad’arsku (Szab6 & Vords, 2014)

Biogeograficka distribuce rodu Anguis v Evropé odpovida vSeobecné uzndvanému
paradigmatu o vlivu glacialii na distribuci a evoluci druht (Schmitt, 2007). S naristem
kontinentalniho ledovce se slepysi stahovali smérem na jih do mediterannich refugii, kde

dochazelo k alopatrické divergenci populaci (Jablonski et al., 2016). Na studovaném tzemi
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vedla zpétnd kolonizace Evropy k vytvofeni linearni kontaktni zény. Vlivem neuplné
vyvinutych reprodukéné izolacnich bariér se v oblasti soudobého kontaktu populaci 4.
fragilis a A. colchica vytvari sekundarni hybridni zéna. Vlastni mira prezivani hybridnich
jedinct a pfipadna introgrese zatim nebyla blize studovana.

Tato diplomova price se proto zabyva zpfesnénim dosavadnich poznatkd o
rozifeni obou druhi slepysii na uzemi Ceské a Slovenské republiky piiblizenim genetické
variability populaci a dolozenim jejich hybridizace. V prubéhu studie bylo sesbirano 407
vzorkl, u kterych probehla analyza jednoho mitochondridlniho (mtDNA) a dvou jadernych
(nDNA) gent. Jednalo se o mitochondrialni usek genu druhé podjednotky NADH
dehydrogendzy (ND2) a casti jaderného genu pro receptor prolaktinu (PRLR) a
rekombinacné-aktivacniho genu 1 (RAG 1).

Zptesnéni vyskytu obou druht, Sife kontaktni zény a mira hybridizace jsou
dalezitymi poznatky nejenom pro ochranafskou genetiku. Vzhledem k neznalosti fitness
hybridnich jedinct by umélé promiseni populaci mohlo v dlouhodobém horizontu vést i ke
znaénému oslabeni populace (Platenberg & Griffiths, 1999). Mimo jiné ndm nové
informace poskytnou dal$i dilezity dil skladanky odhalujici formovani nasi i celoevropské

fauny.



1.1 Cile

1) Na zéklad¢ genetickych dat zpiesnit poznatky o rozsiteni slepyse kiehkého (Anguis
fragilis) a slepyse vychodniho (Anguis colchica) na uzemi Ceské a Slovenské
republiky.

2) Overit moznost vyuziti genu RAG 1 pro identifikaci a hybridizaci obou druhii.

3) Na zikladé¢ kombinace sekvenci mtDNA a nDNA zjistit miru mezidruhové
hybridizace a blize lokalizovat kontaktni/hybridni zonu.

4) Postulovat hypotézu o historii popula¢ni demografie dvou druhti slepyst ve stfedni

Evropé dle srovnani jejich vnitrodruhové genetické variability.
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2 LITERARNIi PREHLED

2.1 Systematické zarazeni a fylogenetické vztahy v ramci rodu
Anguis

V soucasné dob¢ se do Celedi Anguidae (slepySoviti) fadi kolem 120 recentnich
druhti. Tradi¢né je délena na 2 az 4 podceledi. V Severni az Stfedni Americe ziji aligatorci
podceledi Gerrhonotinae, v Jizni Americe dvojjazycnici podceledi Diploglossinae a
v oblasti Kalifornie az Mexika hadovci podceledi Anniellinae. Podceledi Anniellinae a
Diploglossinae jsou vSak na zakladé nékterych molekularnich studii chapany jako
samostatné Celedi Anniellidae a Diploglossidae (Conrad, 2008; Hedges & Vidal, 2009;
Macey et al., 1999; Pyron et al., 2013; Vitt & Caldwell, 2014). Pod zbyvajici podceled’
Anguinae spadaji blavofi a slepysi, ktefi jsou rozsifeni v oblasti Star¢ho svéta (Evropa,
Asie a severozapadni Afrika) a Severni a Stfedni Ameriky (Moravec, 2015).

V ramci podéeledi Anguinae rozliSujeme pét rodt. Ctyfi znich se fadi mezi
blavory: rod Dopasia (Cina a jihovychodni Asie), Hyalosaurus (Alzir a Maroko),
Ophisaurus (jih a jihovychod USA a jihovychod Mexika) a rod Pseudopus (jihovychodni
Evropa, Stfedni Asie). Slepysi rodu Anguis osidluji Evropu a smérem na vychod Turecko,
Kavkaz, severozapadni fran a pies Rusko zasahuji az k zapadni Sibiti (de Pous et al., 2011;
Gvozdik et al., 2010; Macey et al., 1999; Nguyen et al., 2011).

Jak poukédzal Dzuki¢ (1987), u rodu Anguis nasledovalo mnoho autorli nazor
Wermutha (1950) a Mertense & Wermutha (1960), ktefi ustanovili jediného zéastupce rodu,
slepyse kiehkého (Anguis fragilis), za polytypicky druh, ktery byl napti¢ svym rozsahlym
arealem rozsifeni na zéklad¢ klasickych morfologickych metod rozliSovan na tii poddruhy:
A. f. fragilis Linnaeus, 1758, A. f. colchicus (Nordmann, 1840) a A. f. peloponnesiacus
Stépanek, 1937 (napi. Mertens & Wermuth, 1960; Petzold, 1971). MnoZstvi novych
poznatkt ziskanych pouzivanim modernich molekularné-genetickych metod v zoologii
vneslo do taxonomie a fylogenetiky celé fady skupin dal$i rozmér. Stejné tak je tomu 1
v piipad€ slepysSt rodu Anguis. Ob&é metody maji své vyhody, nevyhody a limity.
Rekonstrukce fylogeneze jednotlivych taxonti by méla v optimalnim piipadé zohlediovat
poznatky obou metod. Diilezitou vyhodou molekularnich dat je jejich nizké ovlivnéni vlivy
prostiedi, ve kterém se organismus vyskytuje (Hillis, 1987). Metodika morfometrickych
studii narazi na nékolik uskali. Pfi hodnoceni kvantitativnich a kvalitativnich znakt je

potieba zohlednit vék jedince, sexudlni dimorfismus a setkdvame se i s vysokym podilem
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prace sice posuzovaly dokladovy material ziskany z celého rozsahlého arealu rozsifeni
druhu, avsak nikdy nebylo zajisténo veétsi mnozstvi vzorki z jedné lokality pro zohlednéni
barevné variability v rdmci mensi populacni jednotky. Znacny barevny polymorfismus,
sexualni dimorfismus a rizné méné Casté odchylky od zékladniho zbarveni tak v minulosti
vedly k popisu celé fady barevnych aberaci a variet (piehled viz Mertens & Wermuth,
1960; Sos, 2010).

Prvni dva poddruhy, zdpadni nominotypicky poddruh A. f. fragilis a vychodni A. f.
colchicus (alternativné oznacovany jako morfotypy ,,fragilis“ a ,,colchica®), byly od sebe
odliSovany na zaklad¢ souboru morfologickych znakd, jako jsou pocet Supin kolem stiedu
téla, pozice prefrontalnich S§titkl, zfetelnost uSniho otvoru a doplilujicim znakem byl
uvadén vyskyt modfe zbarvenych Supin na hibeté¢ zvifat (blize viz kapitola 2.4 -
Morfologie) (Dely, 1974; Mertens & Wermuth, 1960; §tépének, 1937; Wermuth, 1950).
Proménlivost téchto morfologickych znakt, které vykazujici spise klindlni charakter, vSak
vedla k diskusi nad taxonomickym postavenim téchto poddruhti (Gvozdik & Moravec,
2015).

Posun v systematice slepySe priSel na zacatku 90. let 20. stoleti. Vyraznéjsi
morfologické rozdily, elektroforetickd analyza proteinti (Mayer et al., 1991) a absence
pfechodnych forem mezi A. f colchicus a A. f. peloponnesiacus v oblasti jejich
sympatrického vyskytu na izemi Recka, vedly k hlubsi revizi jejich taxonomické pozice.
Poddruh A. f. peloponnesiacus vyskytujici se na Peloponéském poloostroveé a ptilehlych
feckych ostrovech Kefalonii, Zakynthosu a Ithace, synonymizovany s A. fragilis var.
cephallonica Werner, 1984, byl povySen na druhovou troven jako slepy$ peloponésky, A.
cephallonica Werner, 1894 (Grillitsch & Cabela, 1990; Mayer et al., 1990).

AZ na zakladé genetického vyzkumu byly v poslednich letech prokézany hlubsi
komplexu Anguis fragilis sensu lato. Byla potvrzena validita samostatného druhu slepyse
peloponéského, Anguis cephallonica, ale diive Siroce pojaty druh slepys kiehky, Anguis
fragilis sensu lato, se ukazal byt ve skutecnosti druhovym komplexem ctyt druhii: (1)
slepy$s kiehky, A. fragilis Linnaeus, 1758 sensu stricto v zapadni az stfedni Evropé,
Skandinavii, severozipadnim Balkanu, severnim Recku a jihozapadnim Bulharsku, (2)
slepys vychodni, 4. colchica (Nordmann, 1840) ve stiedni az vychodni Evrop¢€, Turecku,

na Kavkazu a v severnim franu, (3) slepys fecky, 4. graeca Bedriaga, 1881 z jizni &asti
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Balkanského poloostrova az severniho Peloponésu a (4) slepys italsky, A. veronensis
Pollini, 1818 zItalie a jihovychodni Francie (Gvozdik et al., 2008, 2010, 2011, 2013;
Gvozdik & Moravec, 2015; Strzata et al., 2017). Srovnani morfologickych znakli mezi
nov¢ uznavanymi druhy je v soucasné dob¢ predmétem dalsiho vyzkumu (Benkovsky et
al., 2011, 2012).

Za jediny polytypicky druh se tfemi geneticky vymezenymi podruhy je v soucasné
dobé€ povazovan slepys vychodni. Gvozdik et al. (2010) navrhl nomenklatorickou podobu
jmen nasledovné: v oblasti Kavkazu nalezneme nominotypicky poddruh A. c. colchica
(Nordmann, 1840), kolem jizniho pobiezi Kaspického mote (severni frdn a pravdépodobné
jihovychodni Azerbajdzan) poddruh 4. c. orientalis Anderson, 1872 a ve zbylé ¢asti arealu
rozsifeni, zahrnujicim vétSinu vychodni Evropy a oblasti severné od Kavkazu, vcéetné
vychodni &asti Ceské republiky, poddruh 4. c. incerta Krynicki, 1837. Kromé téchto linii
byla v oblasti severniho Turecka a JV Bulharska detekovana tzv. ,,ponticka linie®, ktera je
povazovana za zatim novy a nepopsany poddruh slepySe vychodniho (Jablonski et al.
2016).

Z nomenklatorického hlediska upozornil na dilezitou skute¢nost Gvozdik (2010),
ktery vyzdvihl Linného (1758) prvotni ustanoveni rodového jména Anguis v zenském
gramatickém rod¢. Stejné tak druhové a poddruhové nazvy tak musi byt pouzivany jako
feminina, tj. napt. A. colchica, misto A. colchicus (viz Mezinarodni pravidla zoologické

nomenklatury, [CZN 1999, ¢lanek 30.1.4.2).

2.2 Vliv paleogeografického vyvoje evropského kontinentu na

genetickou strukturu populaci

Ve svétle biogeografickych a paleontologickych nalezi ma v FEurasii celed
Anguidae (slepySoviti) dlouhou a bohatou evolu¢ni historii. Pravdépodobny pivod celé
skupiny je situovdn do oblasti plvodni Laurasie (Macey et al., 1999). Nadceled
Anguimorpha je zndma od svrchni jury a od svrchni kiidy i vlastni ¢eled’ Anguidae, u které
se zacinaji objevovat tendence k redukci koncetin a hadovitému typu téla. V kenozoiku pak
Cetnost fosilnich zdznaml znacné stoupa (Rocek, 2002; Vitt & Caldwell, 2014). Bazalni
radiace stavajicich druhd slepysi, zaloZend na mtDNA, se datuje do obdobi pozdniho
miocénu (piiblizné 5,7 mil. let) (Gvozdik et al., 2010). Bohaté fosilni zdznamy ze zapadni
Evropy (Francie a Némecko) z obdobi pielomu oligocénu a miocénu naznacuji, Ze skupina

nepatii mezi tak zvané asijské migranty, ale naopak za centrum jejiho Sifeni se da
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povazovat pravé Evropa (Ivanov, 2015; Klembara, 1979).

Paleogeograficky vyvoj evropského kontinentu mél na formovani evropské fauny
plazti podstatny vliv. I speciace v ramci rodu Anguis a nasledné Sifeni jednotlivych druht
bylo podle obecné uznavaného paradigmatu ovlivnéno zasadnimi geomorfologickymi
procesy a kvartérnim stfidanim klimatickych cykli. Nejen pro slepySe jsou hlavnimi
migracnimi bariérami velké vodni toky a vysoka pohofi, kterd se zacala formovat na
pirelomu druhohor a tfetihor. Alpinskd orogeneze dala za vznik Alpsko-himalajskému
systému, ke kterému se fadi napiiklad Pyreneje, Apeniny, Alpy, Karpaty, Balkanidy,
Dinaridy a Helenidy (Hewitt, 1999, 2004). Béhem Messinské salinitni krize v obdobi
pozdniho miocénu (pted 5,96 - 5,33 mil. let), kdy vzniklo terestrické spojeni Apeninského
a Balkanského poloostrova, dochazelo v oblasti ziejmé k vyznamnym genovym toklim, na
které je tfeba brat zietel pfi hodnoceni fylogeografickych vystupli (Gvozdik et al., 2013).

Pleistocenni oscilace klimatu zna¢né ovliviiovaly distribuci a evoluci evropskych
druhii (Avise et al., 1987; Hewitt, 2004). Soucasné poznatky o genetické variabilité
populaci slepyst vykazuji podle Schmitta (2007) a Jablonského et al. (2016) znaky typické
pro druhy se stfedozemnim (mediterannim) vzorem refugii (tzv. refugia-within-refugia
model, Goméz & Lunt, 2007). Avsak v piipad¢ nékterych populaci 4. fragilis a A. colchica
se jedna 1 o vzacné pripady, kdy se populace stahly do tzv. extra-mediterannich refugii a
kolonizovali mediteranni oblasti druhotné (Jablonski et al., 2016). Pti Gstupu ledovce fadi
Bohme (1996) druh Anguis fragilis spolu s jestérkou Lacerta agilis mezi brzké migranty.
Tito zéstupci herpetofauny osidluji uvolnéné lokality béhem prvni ¢asti teplého cyklu a
jako poikilotermni Zivo¢ichové, jsou vyznamnymi indikatory vyvoje paleoprostiedi.

Naptiklad u 4. cephallonica, endemického druhu Peloponéského poloostrova,
poukazuji nedavné vyzkumy na vysokou vnitrodruhovou variabilitu mtDNA, coZ v oblasti
naznacuje pfitomnost mnohacetnych glacidlnich subrefugii. Naopak A. graeca, zasahujici
na sever Peloponéského poloostrova z Recka, se diky nizké variabilité jevi jako nedavny
migrant obsazujici nova Uzemi, pravdépodobné béhem konce pozdniho pleistocénu nebo
dokonce az béhem holocénu (Jablonski et al., 2016; Thanou et al., 2014).

Prvni nalezy slepySovitych jestérti na tizemi Ceské republiky se datuji do obdobi
spodniho miocénu. Rody Anguis, Ophisaurus a Pseudopus jsou doloZeny fosilnim
materidlem z geologickych lokalit Merkur a Dolnice v severozapadnich Cechach. Lze
konstatovat, Ze pod¢eled’ Anguinae byla v Evropé€ velmi GspéSnou a rozmanitou skupinou

(Klembara, 2014; Rocek, 1984). Formovani druhového komplexu Anguis fragilis sensu
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lato, tvofeného v soucasné dobé péti druhy slepysa, je datovano do obdobi svrchniho
miocénu az Casného pliocénu (Gvozdik et al., 2008, 2010, 2011, 2013). Od pocatku
pliocénu se jiz hojné objevuji fosilni ndlezy srovnatelné s recentnimi druhy rodu Anguis,
jez se v Evropé prvné objevuji ve svrchnim miocénu na hranici zon MN 10/MN 11

(Klembara et al., 2010; Rocek, 2002; Tempfer, 2005).

2.3 Celkové rozsireni jednotlivych druhu

Slepyse (Anguis spp.), s jejich rozsahlym aredlem rozsifeni, nalezneme od severnich
oblasti Pyrenejského poloostrova, ptes celou Evropu az po Blizky vychod. Do Ruska
zasahuji az k zapadni Sibifi. Nevyskytuji se v Irsku, na Krymu, na jihu Spanélska, na
nékterych sttedomotskych ostrovech a chybi v severni Skandindvii a Laponsku.

V soucasné dobé zahrnuje rod Anguis pét druhl se tiemi poddruhy. Aredly jejich
rozsifeni se okrajové prekryvaji ve Ctyfech kontaktnich, potencidlné¢ hybridnich zénach
(viz kapitola 2.3.1 - Kontaktni zony), ve kterych se na rtizné Grovni vyskytuji sympatricky

(Gvozdik et al., 2010, 2013; Jablonski et al., 2016).

1) Anguis fragilis Linnaeus, 1758 — slepys kiehky.
Locus typicus restrictus (Mertens & Miiller, 1928) —,,Schweden® (Svédsko)

Vykazuje zapadopalearkticky typ rozsifeni. Oblast vyskytu zahrnuje zépadni Evropu od
severni poloviny Pyrenejského poloostrova (Portugalsko, Spanélsko), Francii s vyjimkou
jihovychodu, Velkou Britanii (v Irsku se nevyskytuje). Déle pak stfedni Evropu po zapadni
Polsko, vychodni oblasti Ceské republiky, jihozapad Slovenské republiky a Mad’arsko na
zépad od Dunaje. Severni hranice vyskytu se tdhne ptes Dansko a jizni oblasti Skandinavie
(jizni Norsko a Svédsko podél Botnického zalivu az po 65° s. §.). Na jihu zasahuje do Alp
v oblastech severni Italie, nasledné na severozapadni a centrdlni uzemi Balkanského
poloostrova (Slovinsko, Chorvatsko, Bosna a Hercegovina, zapadni a jizni Srbsko) a pfes
horské oblasti Cerné Hory, severni Albanii, Kosovo, sever Makedonské republiky,
jihozapadniho Bulharska az do severovychodniho Recka k Thrackému mofi (Dzukié,
1987; Galan, 2014; Gvozdik et al., 2010, 2013; Gvozdik & Moravec, 2015; Jablonski et
al.,, 2012, 2013a, 2013b, 2015, 2016; Szabdé & Voros, 2014; Jablonski, nepublikovana
data).
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2) Anguis colchica (Nordmann, 1840) — slepys vychodni.
Typova lokalita — ,.en Abasie et en Mingrélie* (Kuban v jiznim Rusku a Mingrelie

v zapadni Gruzii)

Zapadni hranice vyskytu se tdhne severojiznim smérem od pobiezi Baltského mofte,
pfes pobaltské republiky, vychodni Polsko, vychod Ceské republiky (severozapadni az
jizni Morava) a jihozépadni Slovensko. V Mad’arsku se populace vyskytuji na vychod od
Dunaje, ddle v Rumunsku, na vychod¢ Srbska a v severnim a vychodnim Bulharsku.
V Turecku pronika slepys vychodni podél pobiezi Cerného moie pies Zakavkazsko az do
severniho franu. Ze stiedni Evropy je rozsifen pres Moldavii, Ukrajinu, Bélorusko, severné
pak ptes Baltské staty a vychodni Skandinavii dale do Ruska, kde zasahuje az do oblasti
zapadni Sibife k fece Tobol (Sindaco et al., 2000; Gvozdik et al., 2010, 2013, Jablonski et
al., 2012, 2013a, 2013b, 2015, 2016; Szabo & Voros, 2014; Moravec & Gvozdik, 2015a).

V soucasné dobé jsou na zaklad¢ hlubsich rozdilii v jaderné a mitochondridlni DNA
mimo Siroce rozsifeného poddruhu A. c. incerta odliSovany dvé dalsi, pravdépodobné
geograficky izolované, evolu¢ni linie. Nominotypicky poddruhu A4. c¢. colchica a A. c.
orientalis (Gvozdik et al., 2010, 2013; Szabd & Vo6ros, 2014).

2a)  A. c. colchica (Nordmann, 1840) — Typova lokalita (Macey et al., 1999) -
‘“Babukal, Krasnodarsky Territory, Russia‘“ (Babukal, Krasnodarsky kraj, Rusko) -
Gruzie, Kavkazska ¢ast Ruska, severovychodni Turecko.

2b)  A. c. incerta Krynicki, 1837 — Typova lokalita (Mertens & Wermuth, 1960)
— “Wilna, Litauen” (Vilnius, Litva) — Litva, severovychodni Polsko, vychod Ceské
republiky, Slovensko, Ukrajina, Rumunsko, severovychodni Mad’arsko.

2c)  A. c. orientalis Anderson, 1872 — Typova lokalita — “‘Rehst, on the Caspian

2

Sea” (Rast, severni Iran) — severni Iran a pravdépodobné jihovychodni

Azerbajdzan.

3) Anguis graeca Bedriaga, 1881 — slepys fecky.
Typova lokalita (Gvozdik et al., 2010) — ‘“‘Parnal3-Gebirge, Griechenland” (pohofti

Parnas, Recko).

Populace druhu nalezneme vyhradné na uzemi Balkénského poloostrova. Druh je
republiky dale smérem na jih do Recka, kde se v oblasti severniho Peloponésu vyskytuje
castecné sympatricky se slepySem peloponéskym (4. cephallonica). Na severovychodé
Recka ziejmé zasahuje do oblasti kolem feky Vardar, kde se setkava s A. fragilis.
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Z teckych ostrovi je vyskyt potvrzen na ostrovech Korfu a Evvoia (Gvozdik et al., 2010;

Jablonski et al., 2012, 2016; Szabo & Vords, 2014; Thanou et al., 2014).

4) Anguis veronensis Pollini, 1818 — slepys italsky.
Typova lokalita (Pollini, 1818) — “Caldiero e la Ruota™ (provincie Verona, Italie).

Rozsiteny po celém Apeninském poloostrové az do jiznich oblasti Alp a dolozen z
nékolika lokalit v jihovychodni Francii (Gvozdik et al., 2011, 2013; Mezzasalma et al.,
2013).

5) Anguis cephallonica Werner, 1894 — slepys peloponésky.
Typova lokalita (Werner, 1894) - “Lagune Kotavos bei Argostoli, Berg Agios Georgios

und Sami auf Kephallonia; Berg Skopos auf der Insel Zante** (Laguna Kotavos u Argostoli,
Agios Georgios a Sami na ostrové Kefalonia; hora Skopos na ostrové Zakynthos).

Na zaklad¢ jasnych morfologickych rozdild se jednd o nejdéle uznavany samostatny
druh, jehoz validita byla posléze prokazana i na genetické Grovni. Rozsifeny je na uzemi
jizniho Recka, konkrétné se jedna o endemicky druh poloostrova Peloponés a pfilehlych
ostrovll Zakynthos, Kefalonia a Ithaka (Grillitsch & Cabela, 1990; Gvozdik et al., 2010,
2013; Jablonski et al., 2016; Mayer et al., 1991; Strzata et al., 2016; Thanou et al., 2014).

2.3.1 Kontaktni zény

Jak jiz bylo zminéno v tvodni kapitole o taxonomii rodu Anguis, teprve aZ nedavné
genetické studie nam daly nahlédnout do slozitéjSich fylogenetickych vztahii mezi slepysi.
Diky minimalnim a mnohdy obtizné¢ sledovatelnym morfologickym rozdilim dlouhodobé
unikalo konkrétni rozsifeni jednotlivych druhi pozornosti. Dosavadni poznatky o roz§ifeni
na zaklad€ genetickych dat jsou stidle velmi cCerstvé a znalosti pfesného prubchu
kontaktnich, potencialné hybridnich zon, nejsou prozatim dostatecné.

Kromé¢ potvrzeného sympatrického vyskytu 4. cephallonica a A. graeca v oblasti
severniho Peloponésu (Grillitsch & Cabela, 1990 (toho Casu A. f- peloponnesiacus a A. f.
fragilis); Jablonski et al., 2016; Thanou et al., 2014), se areély rozsifeni jednotlivych druhti
slepysii prilis neprekryvaji. Kontaktni zony odpovidaji pfevazné linearnimu charakteru a i
v oblastech severniho Balkanu, ktery se vyznacuje zna¢nou rozmanitosti biotopti, se zda,
ze vyskyt druhl A. fragilis, A. colchica a A. graeca neni mozaikovity, ale arealy zlstavaji

jasné rozliSeny a koresponduji s topografickymi celky poloostrova (DZzuki¢, 1987; Gvozdik
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& Moravec, 2015; Jablonski et al., 2012, 2016)

Mezi stavajicimi péti druhy slepysi byl pfedpoklad péti moznych kontaktnich zon:
A. fragilis | A. colchica, A. fragilis | A. graeca, A. fragilis | A. veronensis, A. colchica | A.
graeca, A. cephallonica | A. graeca (Gvozdik et al., 2010, 2013). Avsak duikladng;si
prozkoumani situace na Balkdnském poloostrové ukazalo, ze populace A. fragilis dolozené
ze severozapadu poloostrova a izemi kolem Thrackého mote jsou propojeny a Siroce tak
odd€luji A. colchica od A. graeca (Jablonski et al., 2016).

V Mad’arsku se problematice vénovali Szabo a Vords (2014). Na podrobnéji
zkoumaném tzemi o vyméte pfiblizné 100 x 50 km v oblasti Budinskych a PiliSskych
vrchit severné od Budapesti detekovali n€kolik hybridnich jedinct. U 7 z 19 vzorka
fadicich se fragmentem mitochondridlniho genu ND2 k linii A. fragilis, obsahoval
fragment jaderného genu RAGI1 heterozygotni pozice a haplotypové se shodovaly se
vzorky A. colchica z oblasti od kontaktni zony vzdalenych.

Situaci na jihu Balkanského poloostrova, konkrétné oblastem na tizemi Recka,
Peloponéském poloostrové a pftilehlych ostrovech, se zabyvali Thanou et al. (2014).
Potvrdili genetickou podobnost populaci A. cephallonica z ostrova Kefalonie s populacemi
Peloponéského poloostrova. A. graeca z Balkédnského poloostrova, zasahujici svym
rozsifenim i na sever poloostrova Peloponéského, se v oblasti vyskytuje s A. cephallonica
sympatricky. I pfes pozorovani ,,pfechodnych® forem z hlediska morfometriky, jsou po
genetické strance linie naprosto oddélené a nebyli odhaleni Zadni potenciondlné hybridni
jedinci.

Nejdelsi kontaktni zonu, tdhnouci se severojiznim smérem od Baltského mote az na
autofi, vénujici se rozsiteni morfotypt ,.fragilis* a ,,colchica®, ustanovili jejich pfibliznou
kontaktni zénu od pobaltskych republik pies vychodni Polsko, vychodni Cesko,
jihozapadni Slovensko a podél Dunaje pres Mad’arsko az po vychodni Srbsko a zapadni
Bulharsko do oblasti severniho Recka (Cabela & Grillitsch, 1989; Dely, 1972, 1974;
Dzukié, 1987; Stugren et al., 1962).

Vzhledem k tomu, ze nasi slepys$i byli aZz donedavna povazovani za piisluSniky
pouze jediného druhu, slepyse kiehkého (4. fragilis), nebylo uzemi Ceské republiky nikdy
podrobeno bliz§imu zkoumani. Né&ktefi autofi pouze zminuji pravdépodobné zasahovani
vychodniho poddruhu slepyse kiehkého, bézné se vyskytujiciho na Slovensku, na Gzemi

Moravy a Slezska (Kminiak, 1992; Léac, 1967).
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Bliz8§i zhodnoceni situace na zakladé morfometrickych dat pfinasi az Moravec
(1997) a Rozinek et al. (2001). Hlavnim sledovanym markantem bylo postaveni
prefrontalnich §titkti u zivych exemplaii. Na zéklad¢ ziskanych dat se pribéh kontaktni
zony jevil v oblasti Moravy a vychodni ¢asti Cech pfiblizné na spojnici mést Ji¢in — Staré

Meésto pod Landstejnem, kde se vyskytuji jedinci odpovidajici obéma formam.

2.4 Morfologie

Slepysi rodu Anguis jsou beznozi jestéii s hadovitym typem téla. S dalSimi rody
podceledi Anguinae (Dopasia, Hyalosaurus, Ophisaurus a Pseudopus) sdili nékolik
morfologickych podobnosti, jako parové celni kosti (ossa frontalia), ptitomnost
pleurodontnich zubli na kiidlovych kostech (ossa pterygoidea), ovalné piekryvajici se
osteodermy, malé Siroce oddélené frontoparietalni Stitky, velky interparietdlni Stitek a
silnou redukci koncetin u vSech zastupci, s rudimenty koncetin patrnymi pouze na kostte.
Slepysi maji dlouhy ocas a v ptipad¢ napadeni predatorem uplatiiuji jeho autotomii. Oproti
jestérkam celedi Lacertidae dosahuje nasledny regenerat pouze kratkych délek. Gvozdik &
Moravec (2015) uvadi u exempldit ulozenych ve sbirkdch Narodniho muzea maximalni
naméfenou délku 14 mm. Stejné jako pro zbytek zastupct nadceledi Anguimorpha je pro
n¢ charakteristicky rozeklany jazyk zatazitelny do elastické pochvy (Moravec & Gvozdik,
2015b; Rocek, 2002).

V Ceské republice se doriistaji celkové délky t&la kolem 500 mm. Samice zpravidla
dosahuji vétsich rozmérh, avsak rekordni délku 575 mm zaznamenal Bohme (2012) u
samce slepySe kiehkého (Anguis fragilis Linnaeus, 1758) nalezen¢ho v Chorvatsku. Tvrde,
hladké a lehce se prekryvajici Supiny davaji povrchu jejich téla sklovité leskly vzhled.
V dospélosti dochazi ve Skafe (dermis) trupu krozvoji osteodermil, které svym
uspotadanim do podélnych tad a pticnych pruht kolem téla vytvaii pevny ochranny
osteodermovy kryt a na hlavé srlstaji s lebkou (PanciSin et al., 2002; Zylberberg &
Castanet, 1985). Ventralni a dorzalni stitky od sebe nejsou velikostné odliSeny.

I pfes pomérné vysokou variabilitu zbarveni pozorujeme zfetelny sexudlni
dichromatismus. Juvenilni jedinci jsou vyrazni svym kontrastnim zbarvenim. Cokoladové
hnédé az tmavé Cernohnédé boky a biicho ostie hranici se svétle hnédou az bronzovou
barvou hibetu, uprostied kterého se tahne uzka tmava vertebralni linie (n€kdy se objevuji
dvé vedle sebe). U samic toto zbarveni pretrvava do dospélosti, zatimco u samcii kolem

tretiho roku Zivota mizi. Kontrastni zbarveni spolu s vertebralni linii u adultnich samct
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postupné sldbnou, az zbarveni po celém téle ptejde do svétle hnédé az stiibfité Sedé.
Tmava barva se u samcil v rizné mite objevuje pouze na bilé az zlutobilé btisni strang¢, kde
se v podobé pruhu tahne od hrdla po kloaku (Gvozdik & Moravec, 2015; Moravec &
Gvozdik, 2015a).

K odliseni jednotlivych taxont se u slepysu tradi¢né vyuzivala kombinace nékolika
morfologickych znakt, zalozenych na charakteristickém oSupeni. K nejpouzivangj$im patii
vzajemna pozice prefrontalnich Stitkii (obrazek 1), viditelnost usniho otvoru ovlivnéna
mirou prekryti okolnimi Supinami a pocet podélnych fad Supin kolem stfedu téla (Dzuki¢,
1987; Sos, 2010; Wermuth, 1950).

Linnaeus, 1758 a A. f colchica (Nordmann, 1840) popisuje tii typické pozice
prefrontalnich S§titkGi (obrazek 1). Morfotyp ,.fragilis* charakterizuje Siroky kontakt
prefrontalnich stitkti (typ A), ¢imz jsou od sebe frontalni a internasalni Stitky vzajemné
odd¢leny. Ptfi vmezefeni frontdlniho Stitku dojde k oddé€leni prefrontalii (typ C), coz se
objevuje u morfotypu ,,colchica®. Stav, kdy jsou §titky pouze v bodovém kontaktu (typ B)
byl povazovan za znak pfechodny, avSak vzhledem k jeho pomérné cCastému vyskytu
napfi¢ celym aredlem rozsifeni komplexu, na néj tak nahlizet nelze (Gvozdik & Moravec,
2015). V usporadani stitkii pilea se objevuji i rGizné anomadlie. Nékteré z nich jsou

znazornény na obrazku 2.

Obr. 1: Obvyklé usporadani prefrontalnich Stitkd na hlavé slepySe. A - slepys kiehky (Anguis
fragilis), B - ptechodna forma, C - slepys vychodni (Adnguis colchica) (upraveno, zdroj Dely, 1972).

Obr. 2: Netypické uspofadani prefrontdlnich §titkti na hlave slepyse (upraveno, zdroj Dely, 1972).
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Dalsimi odlisnostmi jsou neztetelnost usniho otvoru, ktery je u morfotypu ,,fragilis*
zcela prekryt okolnimi Supinami a kolem stfedu téla napocitdme 24 — 26 Supin. Naopak u
morfotypu ,,colchica® je usSni otvor viditelny zietelné a pocet Supin kolem stiedu téla je
vyssi, v rozmezi 26 — 30 (Sos, 2010; Wermuth, 1950).

Za dopliujici determinacni znak je povazovano svétle modré az tyrkysové zbarveni
Supin. Lokalizovany jsou pfevazné na hibet¢ az bocich zvifat a shlukuji se do
nepravidelnych modrych skvrn az pruhi. Cetnost jedincti s modrymi skvrnami nevykazuje
zéavislost na habitatu, zemépisné Sifce nebo nadmoiské vysce, ale koreluje se zeméepisnou
délkou, kdy se smérem na vychod objevuje Castéji. Proto bylo modré zbarveni ptisuzovano
vychodnim populacim dnes fazenym k samostatnému druhu slepys vychodni. Jelikoz je ale
toto zbarveni v malé mife dolozeno i u 4. fragilis (Dely, 1972), nemtze byt povazovano za
vyhradni morfologicky znak. Vyskyt modrych skvrn vykazuje mimo ptfevahy u samcii
souvislost s velikosti a stafim jedince, kdy s rostouci velikosti a vékem stoupa (Dely, 1972;
Sos, 2010). Intenzita zbarveni modrych skvrn kolisa v zavislosti na fyziologickém stavu
zvitete a roénim obdobi. Nejjasnéj$i jsou modré skvrny na jafe v dobé pafeni (Capula et
al., 1997).

Dolozeny jsou i rGzné¢ extrémni barevné aberace. Filipek (2005) pifi kontrole
chranéného uzemi Vceliny v Sucanskej doline (stfedni ¢ast Bilych Karpat)
zfotodokumentoval zvife se souvislym modrym zbarvenim hibetu od zahlavi po konec téla.
Jasné modré zbarveni po celé bfi$ni strané téla bylo ptivodné popséno u slepyse kiehkého
z Némecka jako A. fragilis var. caeruleoventris Geisenheyner, 1888 (viz Wermuth, 1950),
u nas ji zaznamenali Jablonski & Meduna (2010) u dospélého samce z lokality v obci
Oldtichovice u Tfince (severovychodni cip Ceské republiky) a nové je dolozena i z Velké

Britanie (Hails, 2017).

2.4.1 Morfologické rozdily slepysu na uzemi CR

Na zaklad¢ vySetfeni 56 exemplaiti ulozenych ve sbirkdch Nérodniho muzea
Gvozdik a Moravec (2015) k vyznamnym morfologicky determina¢nim rozdilim dvou
druhi slepy$t vyskytujicich se na Gizemi Ceské republiky u slepyse kiehkého (4. fragilis)
uvadi pfevahu Sirokého kontaktu prefrontdlnich Stitkti (cca 63 %), méné pak bodovy
kontakt (cca 27 %) a vzacné Stitky odd€lené (cca 10 %), na rozdil od slepySe vychodniho
(4. colchica), u kterého prevazuji prefrontalni stitky oddélené (cca 62 %).

U slepyse vychodniho (4. colchica) nalezneme vyssi pocet Supin kolem stiedu téla
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v rozmezi 28 — 30 oproti 24 — 26 u slepyse kiehkého (4. fragilis).
Mira piekryti usniho otvoru okolnimi Supinami je vyssi u slepySe kiehkého (4.
fragilis) a zcela nezfetelny jej mélo cca 85 % jedinct. Naopak u slepySe vychodniho (4.

colchica) ptevazuje usni otvor viditelny u cca 79 % samcii a cca 67 % samic.

2.5 Volba molekularnich DNA lokusu

Na poli systematické biologie probihd neustdla debata nad kritérii, ktera by
jednotlivé populace uspokojivé délila do diskrétnich fylogenetickych jednotek. Z pohledu
ochranaiské biologie je pak piesnd kategorizace dilezita pro zodpovézeni otazek, jakou
jednotku, zda a jakym zptsobem chranit (Allendorf & Luikart, 2007).

K determinaci obtizné rozliSitelnych, alopatrickych a kryptickych druht vyuzivaji
moderni kladistické piistupy fadu molekuldrné-genetickych metod. Pravé na zakladé jedné
z nich, elektroforetické analyzy proteini (alozymu), vyclenil Mayer et al. (1991) na
samostatnou druhovou uroven slepyse peloponéského (Anguis cephallonica), ktery byl na
zaklad¢ morfologickych znakii prvotné popsan jako poddruh A. fragilis peloponnesiacus
Stépanek, 1937.

V poslednich dekadach se na rizné systematické urovni, nejenom u plazt, uplatiuji
informace ziskané analyzou sekvenci DNA, které dle svého umistnéni mizeme délit na
jaderné a mitochondridlni (Albert et al., 2009; Haines et al., 2014; Tolley et al., 2013;
Wiens et al., 2012). Vlastnosti DNA lokust se 1is$i v mnoha ohledech. Pro fylogenetickou
analyzu je nutné zvolit ty, které budou mit u zkoumané skupiny optimalni variabilitu a
poskytnou tak adekvatni znaky vhodné pro rekonstrukci fylogeneze (Page & Holmes,
1998; Townsend et al., 2008).

Vzhledem k tomu, Ze se mitochondridlni genom dédi jako celek, nemizou byt
jednotlivé geny povazovany za vzdjemné nezavislé zdroje fylogenetické informace. I
s ohledem na introgresi a neuplné tfidéni linii (incomplete lineage sorting) muze byt
vyhodnoceni pouze mitochondridlnich dat, obzvlaSt€¢ na nizSi taxonomické trovni,
potencidlné problematické a zavadéjici. Nicméné i u jaderného genomu je tieba brat zietel
na piipadné piekazky, jakymi jsou na piiklad vyskyt velkého mnozstvi intronii a
paralognich genti (Funk & Omland, 2003; Monsen & Blouin, 2003; Townsend et al.,
2008). Pro komplexnost fylogenetické analyzy je proto vhodné zaradit do studie oba typy
DNA lokusii.

K posouzeni genetické variability populaci slepysti na tizemi Ceské a Slovenské
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republiky byl vybran jeden mitochondrialni gen pro 2. podjednotku NADH dehydrogendzy
(ND2) a dva protein kodujici jaderné geny, gen pro receptor prolaktinu (PRLR) a
rekombinacné-aktivacni gen (RAGI).

Gen ND2 spolu s dalsimi mitochondridlnimi geny pouzil k posouzeni SirSich
fylogenetickych vztahl v rdmci nadceledi Anguimorpha Macey et al. (1999). Gvozdik et
al. (2010, 2013) jako prvni vypracovali na zaklad¢ genu ND2 a dalSich geni jadernych (C-
mos a PRLR) hlubs$i revizi samotného rodu Anguis. Szabé & Vords (2014) nasledne
publikovali s pouzitim genu ND2 a RAGI1 dil¢i studii z izemi Mad’arska a u vzorki z
oblasti Peloponésu a Kefalonie analyzovali kompletni gen ND2 spolu s fragmentem PRLR
Thanou et al. (2014). Prozatim nejnové¢jSim a zaroven nejrozsdhlejSim vyzkumem
zalozenym vyhradné na tomto mitochondridlnim genu je prace Jablonski et al. (2016),
ktera zahrnuje 231 vzorkl ze 187 lokalit rozmisténych po celém Balkdnském poloostrové.
Autofi se mimo zpiesnéni poznatkli o rozsifeni jednotlivych druhli vénuji rekonstrukci
biogeografické historie balkdnskych populaci v obdobi c¢tvrtohor a vlivu topografie
Balkanského poloostrova na genetickou diverzitu slepysich populaci. I u dalSich skupin
jestértt odhalila analyza genu ND2 na mitochondridlni Grovni vyznamnéjsi genetické
rozdily, jako napfiklad u madagaskarskych chameleonti skupiny Calumma nasutum sl.
(Gehring et al., 2012). Naproti tomu u slepySim piibuzného blavora Hyalosaurus
koellikeri, endemita severozapadni Afriky, je variabilita tohoto genu pfili§ nizka (de Pous
etal., 2011).

Studie vyuZzivajici jaderné geny se z poCatku omezovaly pfedevSim na gen pro
faktor dozravani oocyti (C-mos) (Han et al., 2004; Harris, 2003; Harris et al., 2001;
Lawson et al., 2005; Slowinski & Lawson, 2002). U Supinatych plazi (Squamata) byla
jeho analyza pouzita jak u jestéra (Sauria) (Harris et al., 1999, 2001; Saint et al., 1998), tak
1 u hadt (Serpentes) (Lawson et al., 2005; Slowinski & Lawson, 2002) a dvouplazii
(Amphisbaenia) (Kearney & Stuart, 2004; Measey & Tolley, 2013). Osvédcil se 1 na
niz§ich taxonomickych trovnich v rameci ¢eledi (Donnellan et al., 1999; Pellegrino et al.,
2001) i rodt (Brehm et al., 2001; Pellegrino et al., 2011). U slepysi vSak tento gen
vykazuje velmi nizkou variabilitu, a nedad se proto dobie aplikovat pro fylogeografickou
studii (Gvozdik et al., 2010).

Nastup jadernych gent byl z pocatku pozvolnéjsi. Vedle genu C-mos byly analyzy
roz$ifeny o rekombinacné-aktivacni gen 1 (RAG1), kdy jej v roce 2004 u plazl jako prvni

osekvenovali Vidal & Hedges. Spolu s genem C-mos se zaméfili na ovéteni hypotézy

-3 -



terestrického ptivodu hadt, fylogenetické postaveni sedmnacti hadich ¢eledi a jejich pozici
v ramci fadu Supinatych plaz (Squamata). RAGI se spolu s C-mos a ND2 objevil 1 v dalsi
rozsahlé fylogenetické studii z téhoz roku, ve které je srovnavana pozice vSech v t€ dobé
uznavanych cCeledi a vétSiny podceledi Supinatych plazti (Townsend et al., 2004). Spolu
s dalsimi deseti geny se RAGI a ND2 objevuji i v prozatim nejrozsahlejsi studii
porovnavajici informace ziskané od 4 161 druhti, reprezentujicich v§echny souc¢asné znamé
Celedi a podceledi Supinatych plazt (Pyron et al., 2013).

Skala vyuziti jadernych genti se postupné navySovala (Greenbaum et al., 2007;
Leaché & McGuire, 2006; Vidal et al., 2007; Vidal & Hedges, 2005) a nejpodstatnéji
k jejimu rozsifeni pfispéli Townsend et al. v roce 2008, ktefi navrhli nové DNA primery
pro piiblizné¢ 25 jadernych, protein kodujicich lokusii (nuclear protein-coding loci —
NPCL). Jako jeden z nejvariabilnéjSich lokusti vyhodnotili gen pro receptor prolaktinu,
dale jen PRLR, coz vedlo i k jeho naslednému prvotnimu vyuziti ve fylogeografické studii
v ramci rodu Anguis (Gvozdik et al., 2010). Za zminku stoji, ze i pfes jeho obecné velmi
vysokou variabilitu, nemusi byt vyuzitelny plosné¢ u vSech blizkych taxonl.. Pravé u
slepySiim piibuzného blavora H. koellikeri se u vzorkil napfi¢ celym aredlem rozsiteni

ukézala byt variabilita tohoto genu nulova (de Pous et al., 2011).

2.5.1 Mitochondrialni gen ND2

Mitochondrialni DNA (mtDNA) je povazovana z n€kolika diivodi za idealni model
vyuzivany ke studiu evolu¢ni biologie, fylogeneze a biodiverzity. Mitochondridlni genom
zivoCicht je vysoce kompaktni. Na rozdil od jaderného genomu neni zatiZen introny nebo
dlouhymi nekoédujicimi useky (Avise, 2009). V buiice se vyskytuje az v tisicich kopii, coz
napomaha jeho efektivni izolaci. Je haploidni a vykazuje matroklinni dédi¢nost (Taanman,
1999). Obsahuje piiméreny pocet geni a jejich uspofdadani je konzervativni napfic
zivo¢iSnymi druhy (Wolstenholme, 1992). Vzhledem k tomu, Ze mitochondrie nemaji tak
dokonalé opravné mechanismy pro chybnou replikaci ¢i poskozenou DNA, je evolucni
rychlost v porovnani s jadernymi geny 5 — 10 x vyssi (Brown et al., 1979). Pfi porovnani
mezi riznymi skupinami je naptiklad rychlost substituce u hadi a jestérti vyssi neZ u Zelv a
ptakt (Eo & DeWoody, 2010). Macey et al. (1999) odhaduje, Ze mutacni rychlost mtDNA
u slepyst by mohla byt podobné jako u agam, ropuch a ryb, tedy ptiblizné€ 0,65 - 0,69 %
zmén za milion let. K vyhodam se dlouhou dobu fadil 1 fakt, ze u mtDNA nedochazi

v ramci Zivocisné fiSe k rekombinaci. AvSak platnost této charakteristiky je jiz u n€kolika
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zivoc¢isnych druht vyvracena (Rokas et al., 2003; Tsaousis et al., 2005). Zvlast¢ u
hybridogennich druh@ (napft. u zab rodu Pelophylax a u jestért rodu Heteronotia) dochézi
u hybridnich embryi k vyskytu heteroplasmie, coz poskytuje podminky pro rekombinaci
(Rokas et al., 2003).

U obratlovct se jedna o pomérné malou kruhovitou molekulu ¢itajici primérné 16
— 18 tisic parti bazi. Mitochondridlni genom slepyse kiehkého (Anguis fragilis) se sklada z
17 479 part bazi (Albert et al., 2009), slepyse vychodniho (4. colchica) z 17 097 paru bazi
(Strzata et al., 2017b), slepyse italského (4. veronensis) z 17 322 part bazi (Strzata et al.,
2017a) a 17 208 part bazi u slepyse peloponéského (4. cephallonica) (Strzala et al., 2016).

Mezidruhové rozdily v délce mitochondridlniho genomu nejcastéji  zptisobuji
tandemové repetice v kontrolni oblasti (Albert et al., 2009; Macey et al., 1997). AZ na
n¢kolik malo vyjimek se mtDNA sklddd z 37 genl: 13 protein kdodujicich geni, 2
ribosomalnich geni (rRNA) a 22 transferovych RNA (tRNA) nezbytnych pro translaci
proteint, plus nekodujici oblast kontrolniho regionu D-loop (Boore, 1999). Z 13 protein
koédujicich tseklt je 6 geni pro enzymy nebo komponenty enzymi zapojenych do
oxidativni fosforylace (Cyt b, COI-III, ATPase 6 a ATPase 8) a zbylych 7 pro podjednotky
dychaciho fetézce NADH dehydrogenazy ND1 - 6 a ND4L (Chomyn et al., 1985, 1986).

Pro tuto diplomovou praci byl vybran tsek genu druhé podjednotky NADH
dehydrogenazy (ND2). Jedna se o jednu ze sedmi podjednotek NADH dehydrogenazy,
ktera je soucasti nejvétSiho enzymatického komplexu (komplex I) dychaciho fetézce, kde

dochazi k prenosu elektronii a protonti z NADH + H" na koenzym Q (Grigorieff, 1999).

2.5.2 Jaderny gen RAG1
Rekombinaéné-aktivacni gen 1 a 2 (dale jen RAG1 a RAG2) patii mezi protein

koédujici geny, které se podili na tvorbé povrchovych imunoreceptori u B a T-lymfocytt a
odvozenych imunoglobulinii pti procesu zvaném V(D)J rekombinace. Gen RAGI1 aktivuje
V(D)J rekombinaci samotnou, koduje jednotlivé komponenty procesu a je zapojeny
v rozpoznani DNA substratu. RAG2 ovliviiuje stabilitu vazeb, intenzitu exprese a ucastni
se posttranskripcnich procesti (Schatz et al., 1989). V(D)J rekombinace je mechanismus
dalezity pro fungovani imunitniho systému obratlovcli. Defektni gen RAGI1 zplsobuje
poruchy tvorby funk¢nich receptorii pro antigeny, coz je pticinou fady imunodeficientnich

stavu.

-05-



2.5.3 Jaderny gen PRLR

Prostfednictvim receptoru pro prolaktin (dale jen PRLR) ucinkuje na organismus
luteotropni hormon prolaktin, ktery ovliviiuje stovky biologickych procest u celé tady
zivocisnych druht (Schennink et al., 2014). Hormon prolaktin produkuje ptedni lalok
hypofyzy (adenohypofyza), centralni nervovy systémem, imunitni systémem, vajecniky,
vejcovody a u savcel dé€loha a prsni zlaza. Biologické ucinky prolaktinu nejsou omezeny
pouze na reprodukci, ale hormon ovliviiuje chovani jedincii a hraje roli v udrzovani
homeostdzy organismu (Freeman et al., 2000).

Receptor prolaktinu je jednoduchy transmembranovy glykoprotein, ktery spada
mezi cytokinové receptory I. tfidy (rodina receptori hematopoetinu) (Koolman & R&hm,
2012). Stejné jako jejich ligandy, ma PRLR a dalsi receptory ristovych hormont, n€kolik
spole¢nych strukturdlnich a funkénich ryst, navzdory jejich nizké sekvencni homologii
(30%). Kazdy se skladd z extracelularni, transmembranové a intracelularni domény
(Freeman et al., 2000). Extracelularni ¢ést, rozdélend na dvé domény D1 a D2, vykazuje u
téchto receptorti typickou dvojici disulfidovych vazeb (mezi Cys-Cys a Cys-Cys) v prvni
doméné a pobliz membrany WSXWS motiv (Tpr-Ser-X-Trp-Ser) v druhé doméné, kde X
oznacuje jakykoli nekonzervativni aminokyselinovy zbytek (Walter, 1997). Tento motiv je
nezbytny pro slozeni bilkoviny receptoru do funkéni struktury po translaci, pro
intracelularni transport a nasledné navédzani receptoru na bunécny povrch. Neni vSak
odpovédny za samotné navazani ligandu (Dagil et al., 2012; Freeman et al., 2000).

Exprese genu PRLR je tkanové specificka. Iniciace transkripce probiha pies tii
rozdilné, tkanoveé specifické promotory (Hu et al., 1998). Vysledkem alternativni
transkripce, inicializované riznymi promotory a rozdilnou kombinaci sestfihu kodujicich a
nekodujicich tsektit DNA, jsou sestavovany ¢etné izoformy PRLR. Ackoli se izoformy lisi
délkou a slozenim cytoplasmatické domény, jejich extraceluldarni domény jsou identické
(Bachelot & Binart, 2007). Diky této rozmanitosti ma prolaktin celou fadu endokrinnich a
autokrinnich ucinkt (Ja & Di, 1989; Shao et al., 2008).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Ziskani vzorku a jejich odbér

V predkladané studii bylo analyzovano celkem 407 tkanovych vzorkll z izemi
Ceské a Slovenské republiky. Analyzovany material pochazi ze sbirky tkatiovych vzorkt
ziskanych v letech 2005 - 2010. Cast vzorkd zlet 2005 — 2008 byla vyuZita v praci
Gvozdika et al. (2010). Zaklad tvofilo 69 vzorku jiz vyizolované DNA, ze kterych byla
amplifikovana sekvence mitochondrialntho genu pro 2. podjednotku NADH
dehydrogenazy (ND2) a v 58 pfipadech jiz publikovana ve zminéné praci. Na druhy,
v tomto piipad¢ jaderny gen pro receptor prolaktinu (PRLR), bylo prozatim osekvenovano
7 jedinct a z nich publikovano 6. V celkovém piehledu pouzitych vzorki (ptiloha 1) jsou
tyto skute¢nosti prehledn¢ zaznamenany.

Piivodni sbirka byla v letech 2008 — 2010 rozsifena o dalSich 338 jedinct z izemi
Ceské a Slovenské republiky. V priibéhu let bylo vyzkouseno nékolik zpiisobii ziskavani
vzorkd. Vzhledem k celoplosnému rozsiteni druhu, ale jeho kryptickému vyskytu, byl pro
zacatek zvolen pési terénni prizkum vhodnych lokalit spojeny s odkryvanim predmétii
potencidlné slouzicich jako ukryt slepyst (padlé a trouchnivéjici kmeny stromt, vétsi
kameny €1 material zbyly po lidské ¢innosti — odhozené desky, plechy, platy PVC apod.).
Predméty, pod kterymi se vytvaii specifické mikrohabitaty pro celou fadu dalSich
organismu, byly posléze uvedeny do ptivodni polohy. Pro svou ¢asovou naro¢nost a nizky
pocet objevenych jedinci se tato metoda pfili§ neosvédcila. Za dalsi metodu bylo zvoleno
nastrazeni ,,pasti“ s vytvofenim podminek vhodnych pro ukryt slepyst, na 15 lokalitach
v zdjmovém Uzemi mezi Sumperkem a Rymafovem (obrazek 3). Jednalo se o tenké
plastové desky o plose v priméru 2 m? které byly pokladany zjara roku 2010 pied

rozbujenim vegetace, a kontrolovany v pribéhu jarni a letni sezony.
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vvvvvv

hledani kadavert piejetych zvitat. Nejcastéji byli jedinci nachdzeni ve vlhkych biotopech
v blizkosti vodnich tokt a v usecich cest zastinénych stromy. Na uzemi s pievahou velkych
zemé&délsky obdélavanych ploch, obzvlasté v okoli Olomouce, se projevovala funk¢nost 1
pomérné Uzkych biokoridori o Sifce kolem 20 m, kde po mnoha kilometrech bez
jakychkoli rozpoznatelnych kadavert byli nalezeni usmrceni jedinci nejenom slepysa.

V souvislosti s dostavbou dalnice D1 v useku Lipnik nad Be¢vou az Ostrava se ndm
podafilo spolupracovat s firmou NaturaServis, s.r.o., kterd zajiStovala v okoli stavby
instalaci pfenosnych migracnich bariér pro obojzivelniky a plazy. V usecich s odchytovymi
nadobami byli slepysi na nezbytné nutnou dobu deponovani, aby mohla probéhnout jejich
fotodokumentace a odbér tkanovych vzorki pro analyzu DNA.

Cast vzorkového materidlu ze Slovenské republiky jsem ziskala ve spolupraci s Mgr.
Davidem Jandzikem, Ph.D. a Mgr. Norbertem Benkovskym z Katedry zoologie
Prirodovedecké fakulty Univerzity Komenského v Bratislave, ktefi se v soucasnosti vénuji
morfologickému vyzkumu slepyst a ¢ast mitochondridlnich sekvenci genu ND2 od Mgr.
Daniela Jablonského z téze univerzity, ktery se vénuje vyzkumu obzvlasteé balkanskych
populaci slepys.

Vroce 2010 byla prostiednictvim Agentury ochrany ptirody a krajiny Ceské
republiky (AOPK CR) rozeslana a na internetovych strankach a v ti§ténych periodikach
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Ceské herpetologické spolenosti a Teraristické spole¢nosti Praha uvefejnéna vyzva uréena
pro $ir$i odbornou i laickou vetejnost s prosbou o spolupraci pii sbéru materialu. Vyzva se
vztahovala pouze na mrtvé, piejeté jedince ze silnic, jejich torza ¢i mumifikované ¢asti. Do
spoluprace se také zapojilo nékolik pracovnikit AOPK CR a spravy Chranénych krajinnych
oblasti Ceské republiky.

Jak jiz bylo zminéno, pfevazna vétSina tkanovych vzorkd byla odebrana z mrtvych
jedinct. U zivych zvifat byl provadén odbér nedestruktivni metodou stérem z oralni dutiny.
Slepysi nebyli usmrcovani, ani jakkoliv handicapovani. V nékterych ptipadech se exemplar
v dobé odchytu svlékal a k ziskdni DNA mohla byt pouzita i jeho stara pokozka. U vSech
jedincti a nalezenych kadaveri byla pofizena podrobna fotodokumentace hlavnich
morfologickych znaki, mista nalezu a zaznamenéany piirodni charakteristiky lokality. Zivi
jedinci byli bezprostiedné po tkonech vypuSténi na misté nalezu. Tkanové vzorky i
zachovalejsi kadavery byly nésledné¢ fixovany v 96 % etanolu a ulozeny ve sbirkach
Nérodniho muzea v Praze (NMP).

Vlastni odchyt a manipulace se siln¢ ohrozenym druhem zivocicha probihaly
v souladu s patfiénymi vyjimkami AOPK CR ¢&. 0555/PO/2009/AOPK a Ministerstva
zivotného prostredia Slovenskej republiky ¢. 1323/527/05-5.1. Pti vyzkumu nedochazelo k
usmrcovani jedinct. Vzorky tkani byly zpracovany v molekuldrné-fylogenetické laboratoii

zoologického oddéleni Narodniho muzea, Praha 9 - Horni Pocernice.

3.2 Laboratorni analyzy

Ziskany material byl zpracovan za vyuZiti nasledujicich molekularné-biologickych
metod:

— Izolace DNA

— Polymerazova fetézova reakce (= PCR)

— Elektroforéza na agarézovém gelu

— Purifikace PCR produktii

— Sekvenacni reakce a metoda pfimého sekvenovani (formou servisu firmou

Macrogen Inc., Soul, Korea; www.macrogen.com)
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3.2.1 I1zolace DNA

V idedlnim pfipadé¢ byla DNA extrahovana z kousku svaloviny nebo jater (z
prejetych exemplaiti) o velikosti pfiblizné 2 x 2 mm a zbaveného zbytkll etanolu
vysusenim, ktery by inhiboval funk¢nost proteinazy v pribéhu izolace DNA. Pomérné
dobra vytéznost DNA byla i1 pfi pouziti vétsiho kousku mumifikovaného torza slepyse
(ktize, uschld svalovina), avSak kvalita DNA ze tkani, které podlehly pokrocilejSim
hnilobnym procestim, byla natolik nizka, Ze uz nebyla pro nasledujici molekularni analyzy
pouzitelna.

Genomickd DNA byla izolovana podle standardnich protokolii komeréné
dodavanych sad pro izolaci DNA — Qiagen (Venlo, Netherlands) a Geneaid (New Taipei

City, Taiwan) a posléze uchovavana zamrazena pii teploté — 20 °C.

3.2.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction) je
jednoduchou metodou umoziujici rychlé a G€inné klonovani konkrétniho useku DNA
(Alberts et al., 2002).

K analyze variability byl pouzit fragment mitochondridlniho genu 2. podjednotky
NADH dehydrogenazy (ND2) o délce fragmentu 731 bp a dvou jadernych protein
kédujicich gend. Gen pro receptor prolaktinu (PRLR) o délce fragmentu 485 bp a
rekombinacné-aktivacni gen (RAGI) o délce 606 bp. Primery pouzité k amplifikaci jsou

uvedeny v tabulce 1.

Gen Nazev primeru Sekvence primeru (5'->3') Citace

PRLR PRLR_f1 5'-GACARYGARGACCAGCAACTRATGCC-3' Townsend et al. (2008)

PRLR PRLR_r3 5'-GACYTTGTGRACTTCYACRTAATCCAT-3' Townsend et al. (2008)

RAG1 R13 5'-TCTGAATGGAAATTCAAGCTGTT-3' Groth & Barrowclough (1999)
RAG1 R18 5'-GATGCTGCCTCGGTCGGCCACCTTT-3' Groth & Barrowclough (1999)
RAG1 RAG1 F700 5'-GGAGACATGGACACAATCCATCCTAC-3'  Bauer et al. (2007)

RAG1 RAG1 R700 5'-TTTGTACTGAGATGGATCTTTTTGCA-3' Bauer et al. (2007)

ND2 H5934 5'-AGRGTGCCAATGTCTTTGTGRTT-3' Macey et al. (1997)

ND2 L4437n 5'-AAGCTATTGGGCCCA TACC-3' Gvozdik et al. (2010)

ND2 AND2inR2 5'-ATGAAGCCGGATAGAGG-3' Gvozdik et al. (2010)

Tab. 1: Seznam pouzitych primerid s uvedenim jejich sekvenci.

Pomér jednotlivych slozek reakéni smési pro jeden vzorek je uveden v tabulce 2. Pii
vySetfovani vzorkl byla vyuzita komeréné vyrabéna smés PPP Master Mix (Top-Bio s.r.o0.,
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Praha). Slozeni 2x koncentrovaného piipravku je 150 mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM
(NH4)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl2, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM
dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taq Purple DNA polymerazy, stabilizatory umoziujici
kratkodobé skladovani pfti teploté 4 °C a aditiva pro ptfimou elektroforézu amplifikovaného
produktu bez nutnosti piidani vkladaciho pufru. Smés obsahuje barviva, kterd usnadiuji

manipulaci a vizualni kontrolu.

Cinidlo Objem
PPP Master Mix 12,5 ul
PCR H,0 8,5 ul
5’ primer 1l

3’ primer 1l
Templatovd DNA 2 ul
Celkovy objem 25 ul

Tab. 2: Objemy jednotlivych slozek PCR reakce vztazené pro jeden vzorek

U problémovych vzorka s pfili§ nizkou vyslednou koncentraci PCR produktu se
zvySoval objem pridavané DNA ze standardnich 2 pl az na 10 pl na ukor PCR H,O
(dvojité destilovana voda). Celkovy objem PCR reakéni smési byl vzdy 25 pl.

Vlastni PCR reakce probihala v termocyklerech Mastercycler gradient (Eppendorf) a
XP Cycler (Bioer Technology). Prvni z nich byl vhodnéjsi pro optimalizaci parametrit PCR
reakce diky moznosti naprogramovat teplotni gradient vrozmezi az 20 °C napfic
vyhiivanym blokem. Oba typy cyklerti byly vybaveny vyhfivanym vikem amplifikac¢nich
komor, pfi jehoz pouziti nedochazi ke kondenzaci reakéni smési na vnitini sténé vicka
zkumavky. Pfi jejich otvirani se tak sniZuje riziko rozstiiknuti aerosolu smesi a nasledné i
kontaminace vybaveni laboratofe a vzorkii navzdjem. Reak¢éni smés v tomto piipadé
nemusi byt pfevrstvena minerdlnim olejem, ktery by zabranoval jejimu vypatovani.

Soucasti kazdé PCR reakce byla negativni kontrola se vzorkem bez DNA pro ovéteni
mozné kontaminace vstupnich ¢inidel.

Amplifikace geni ND2 a PRLR probihala za nastaveni parametrtt PCR reakce podle
studie Gvozdik et al. (2010). Reak¢ni hodnoty pro gen RAGI byly ptevzaty z prace Groth
& Barrowclough (1999) a optimalni teplota zchlazeni a naseddni primert (,,annealing*)

byla zjiSténa pomoci teplotniho gradientu a stanovena na 63 °C (tabulka 3)
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Polateéni Cyklus Koneéné ,
(. . . . . Chlazeni
Gen denaturace Denaturace Nasedani Prodluzovani | Pocet | prodluZzovani

Teplota | Cas | Teplota | Cas | Teplota | Cas | Teplota | Cas cykld Teplota | Cas | Teplota | Cas
Q) 1) ] Q) J(s)] (@ J(s) ] () | 1(s) Q) | (s) (°9) (s)
ND2 94 120 94 35 50 35 72 60 35 72 600 4 oo
PRLR 94 420 94 40 48 30 72 60 40 72 420 4 oo
RAG1 94 420 94 40 63 30 72 60 40 72 420 4 oo

Tab. 3: Nastaveni programt PCR reakci pro jednotlivé geny.

3.2.3 Elektroforéza

Uspé&snost izolace DNA a vysledna koncentrace PCR produktu byly ové&fovany
horizontalni gelovou elektroforézou na 0,8% agardézovém gelu. Jako fluorescenéni sonda
pro nukleové kyseliny byla pouzita interkalacni sloucenina ethidium bromid (EtBr). Pro
detekci DNA bylo do agar6zového gelu o objemu 90 ml pfidano 3,5 pl EtBr. Separa¢ni
proces probihal ve stejnosmérném elektrickém poli o napéti 100 V po dobu 35 minut.
Vodicim mediem byl 1x koncentrovany TAE pufr. Ke2 pl izolatu DNA bylo pted
nanesenim na gel pfidano 2 pl barviciho pufru. Stejné bylo postupovano pii kontrole
koncentrace purifikovanych PCR produktii. PCR produkt samotny uz obsahoval diky PPP
mixu potfebna aditiva pro piimou elektroforézu vzorku, proto stacilo na gel nanést pouze 2
ul smési. Vzorky na gelu byly detekovany UV svétlem pomoci UV-transilumindtoru a
koncentrace amplifikovaného useku se odecitala podle pouZit¢tho DNA standardu (DNA

ladder, tzv. ,,zebticek™).

3.2.4 Precisténi (purifikace) PCR produktu

Pied vlastnim sekvenovanim amplifikovaného tseku je potieba odstranit z produktu
PCR reakce oba primery a neinkorporované nukleotidy (dNTP). Vysledek purifikace byl
elektroforeticky ovéfen a vzorky s koncentraci nad 20 ng/pul zaslany s ptisluSnymi primery

na sekvenovani firmou Macrogen (Jizni Korea).
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3.3 Zpracovani dat

3.3.1 Datasety
Pro fylogenetické analyzy byl pro kazdy gen vytvofen dataset nukleotidovych

sekvenci dostatecné kvality a délky. Sekvence protein kddujicich genti byly nejprve
v programu pielozeny do sekvence aminokyselin a poté sefazeny. Vlastni zarovnani a
kontrola sekvenci, stejné¢ tak i jejich editace a analyza chromatogramu, probihala v
programu BioEdit v. 7.1.3.0 (Hall, 1999) pomoci algoritmu ClustalW (Thompson et al.,
1994). Pouzit¢ DNA lokusy byly sekvenovany vzdy z obou konct. Kontrola jednotlivych
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) — substituce, delece, inzerce — tak mohla
probihat dvojité. Jednotlivé sekvence vSech osekvenovanych jedinci byly ofezany dle
kvality a nekvalitni sekvence byly z datasetll vyrazeny. Zbylé sekvence byly porovnany a
roztazeny podle jiz zvetejnénych haplotypti dostupnych v databazi GenBank. U jadernych
geni byla pfitomnost dvojitych vrcholii v chromatogramech identifikovana jako
heterozygotni pozice a tyto baze byly manudlné piepsany dle mezinidrodniho kdédovani
nukleotidii a aminokyselin IUPAC. Nasledna haplotypova analyza sekvenci jadernych
geni PRLR a RAGI1 byla provedena v programu Phase v 2.1.1 (Stephens et al., 2001;
Stephens & Scheet, 2005), kde byly sekvence rozfazovany do gametickych haplotypti.

3.3.2 Populaéni charakteristiky a demografické analyzy

Kazda populace prochazi v pritbéhu ¢asu specifickymi demografickymi procesy. K
jejich rekonstrukei ve zkoumané populaci slouzi nékolik riznych ptistupt, které nam je
pomahaji odhadnout. Nasledujici charakteristiky sumarni statistiky, testy neutrality a
parametry analyzy mismatch distribution byly vypocteny v programu DnaSp v 5.10.01
(Rozas et al., 2005). Demografické analyzy byly zkuSebné provedeny jak na datasetu
zahrnujicim sekvence vSech jedinct, tak na cCist€¢ haplotypovém datasetu. Vzhledem ke
konzistentnéjSim vysledkiim druhého pftistupu jsou v této diplomové praci uvedeny tyto

hodnoty.

3.3.2.1 Sumarni statistika

Zakladni pfedstavu o genetické variabilit¢ sekvencnich dat ziskdme pomoci
elementarni sumarni statistiky. Nejjednodussim odhadem genetické proménlivosti sekvenci
ziskanych ze zkoumanych populaci je pocet segregujicich (polymorfnich) mist (5), kterym

vyjadiime pocet mist s odliSnymi sekvencemi nukleotidii. Dal§im odhadem polymorfismu
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DNA je primérny pocet rozdilnych nukleotidi mezi dvéma sekvencemi neboli
nukleotidova diverzita () a haplotypova diverzita (%), vyjadiujici miru vyskytu urcitého
haplotypu v dané populaci. Poméry mezi hodnotami haplotypové (%) a nukleotidové (x)
diverzity ndm mohou nastinit ledasco z demografickych procest, které v minulosti ve
zkoumané populaci prob¢hly a zda tedy zkoumdme dlouhodobé velkou a stabilni nebo

recentn¢ expandujici populaci.

3.3.2.2 Mismatch distribution (MD)

Touto metodou miizeme odhadnout zmény populacni velikosti v pribéhu cCasu
(Schneider & Excoffier, 1999). Dochéazi pii ni k porovnavani pozorované frekvence
parovych distanci s frekvencemi ocekdvanymi podle demografického modelu. Model
exponencialniho popula¢niho ristu ocekava kifivku unimodalniho (jednovrcholového)
charakteru. Naopak u populace, ktera se blizi k rovnovdze mezi driftem a mutacemi, se
ocekava kiivka multimodalni (vicevrcholova).

Model pracuje se ttemi parametry. Prvnim z nich je parametr tau (7), ktery slouzi
k urceni ¢asu expanze a je méfen v mutacnich jednotkach. Je vyjadieny jako v = 2ut, kde ¢
je Cas v generacich a u = uk, kde u je mutacni rychlost a & je délka sekvence (Rogers &
Harpending, 1992). Cim vy3$i je hodnota t, tim del3i ¢asovy tsek uplynul od expanze
populace. Dal§imi dvéma parametry jsou vychozi (8p — pfed populacnim ristem ¢i
poklesem) a konecna (8; — po popula¢nim rustu ¢i poklesu) théta. Zda populace prosla
recentni expanzi pak mizeme odhadnout prave z rozdili mezi 0; a 6.

Analyza byla provedena na zdkladé rapidné expanzniho modelu vytvofené¢ho

v programu DnaSp v 5.10.01 (Rozas et al., 2005).

3.3.2.3 Testy neutrality

Oproti sumarnim statistikdm vyuZzivaji testy neutrality rozsahlej$i spektrum
informaci o demografické minulosti dat a nejsou zavislé na parovém srovnani. Jsou vhodné
pro pocetngjsi datasety a testuji shodu ziskanych dat s ocekdvanymi hodnotami u dat
neutralnich, které se vyvijeji vlivem neutralnich evolucnich procest, tj. bez plsobeni

selekce, driftu, genetického hitchhikingu nebo nasledkem demografické expanze.

K testovani, zda na né€ktery ze studovanych lokust plsobi selekce byly pouzity
Tajima‘s D test a Fu’s Fj statistika. Distribuce frekvenci alel je podrobena analyze na
zaklad¢ porovnani hodnot dvou empirickych odhadid genetického polymorfismu,

nukleotidové diverzity (z) a proporce polymorfnich mist (6). Vysledné hodnoty testil
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blizici se nule u populace o konstantni velikosti naznacuji absenci selekénich tlakt.
Prevaha segregujicich mist v alelach s nizkou frekvenci vede k vyslednym signifikantné
zépornym hodnotdm a naznacuje vliv negativni selekce nebo populacni expanze
v minulosti. Naopak signifikantn¢ kladné hodnoty vychdzeji pii nizké hladiné
polymorfismu, ktery mize byt nasledkem poklesu populacni velikosti nebo pozitivni
selekce (napt. v populacich po bottlenecku) (Fu, 1997; Tajima, 1989). Zejména pak pro
mensi datasety pfindsi lepsi vysledky v detekci populacni expanze oproti ostatnim testtiim

neutrality Ramos-Onsins & Rozas (2002) R, statistika.

3.3.2.4 Bayesian skyline plot (BSP)

Mezi sofistikovan€jsi pristupy hodnotici pravdépodobny pribéh populacni
dynamiky v minulosti patii metoda Bayesianskych skyline plotii. Vyhodou je jejich vyssi
citlivost k odhadiim demografickych trendti nez u jednoduchych parametrickych modela.
Na rozdil od starSich koalescencnich pfistupii neni zavislda na pfedem definovaném
genealogické struktury. Je tak idealni metodou pro vypocet zmén populacni velikosti i u
taxontt s komplikovanéjsi populac¢ni historii a mélkou fylogenetickou strukturou
(Drummond et al., 2005).

K odhadu posteriorni distribuce efektivni velikosti populace za pouziti dané¢ho
substitu¢niho modelu pfimo ze sekvencnich dat je zde pouzivana procedura Markov chain
Monte Carlo (MCMC). Dochazi tak k eliminaci zavislosti na fylogenetické rekonstrukei,
potazmo na ptipadné chybé s ni spojené, ke které¢ muize dochazet u méné variabilnich
dataseti. V kazdém bodé€ je stanoven konfiden¢ni interval pro odhad efektivni velikosti
populace a diky MCMC algoritmu je poskytnut hladsi prub¢h nez u klasickych skyline
plotli. Oproti nim také tato metoda Bayesianskych skyline ploti umoziuje, diky své vyssi
senzitivité, detailn¢ji odhalit probihajici demografické trendy v pribéhu evoluce taxonu.

Finalni analyza byla provedena v programu BEAST 2.1 (Bouckaert et al., 2004)
s pouzitim HKY substitu¢niho modelu a konceptu molekularnich hodin. MCMC simulace
probéhly dvakrat pro kazdou linii s 100 000 000 generaci (tak, aby bylo dosazeno efektivni
velikosti populace [ESS] > 200). Parametry modelu a genealogie byly vzorkovany kazdych
10 000 generaci. Konvergenéni analyza, ESS a pocet generaci k vyfazeni jakozto burn-in
byly stanoveny programem TRACER 1.6 (Drummond & Rambaut, 2007), stejn¢ jako
vysledné BSP grafy, které jsou zobrazeny na obrazku 8 a 9.
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3.3.2.5 Haplotypové sité

Pro znazornéni genetické struktury zkoumanych populaci byly sestrojeny
haplotypové sité¢ pouzitim algoritmu statistické parsimonie implementované v programu
TCS 1.21 (Clement et al., 2000) s nastavenim limitu parsimonie na 95 %. Jednotlivé
substituce jsou v téchto retikulizujicich sitich zobrazeny jako samostatné kroky a velikost
kruht odrazi cetnost shodnych haplotypli. Oproti fylogenetickym stromlim, které jsou
konstruovany na zakladé¢ pravdépodobnosti, jsou k sobé touto metodou haplotypy
piifazovany tak, aby byl minimalizovan potiebny pocet krokt (mutaci) k jejich propojeni.
Vysledna haplotypova sit’ umoziiuje identifikovat ancestralni a odvozené haplotypy. Novée
identifikované haplotypy byly porovndny se vSemi jiz publikovanymi haplotypy
dohledatelnymi v databazi GenBank.
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4 VYSLEDKY

V ramci této diplomové prace byly analyzovany tkanové vzorky od celkem 407
jedinct. K fylogenetickym analyzam se podafilo ziskat celkem 1 059 sekvenci. Z toho 407
sekvenci fragmentu mitochondridlniho genu ND2, 340 sekvenci jaderného genu PRLR a
312 sekvenci jaderného genu RAGI. Piehled analyzovanych vzorkt, lokalit jejich nalezu a
genotypového zafazeni jedincl Anguis spp. na zékladé fylogenetickych analyz je uveden

v priloze 1.

4.1 Analyzy mitochondrialniho genu ND2

4.1.1 Molekularni analyzy a geneticka variabilita genu ND2

Doposud nejrozsahlejsi soubor osekvenovanych jedincti rodu Anguis spp. o délce
731 bp obsahuje sekvence od 407 jedinct z 281 lokalit v¢etné 11 jiz publikovanych vzorkl
(Gvozdik et al., 2010, 2013) (viz ptiloha 1). Z vysledného souboru se 288 sekvenci fadi k
druhu 4. fragilis a 119 k A. colchica. Z celkového poctu 82 variabilnich pozic bylo 59
parsimonn¢ informativnich a celkové bylo identifikovano 41 haplotypti. Stop kodony
nebyly detekovany a v linii korespondujici s A. fragilis byla zjiSténa delece jednoho
kodonu. U 4. fragilis byl oproti A. colchica zjistén vyS§si pocet segregujicich mist (S; 26
oproti 17) a haplotypti (4; 25 oproti 16), avSak niz§i nukleotidova (z; 0,03 % oproti 0,092
%) a haplotypova (Hy; 0,185 oproti 0,521) diverzita.

Detailni ptehled hodnot mtDNA variability je uveden v tabulce 4.

Lokus L' Drub® A S 4 %a*+%SD"” 0,/ n®  H/+SD"  pr"
ND2 731 AF 288 26 26  0,03+0,006 0,00572 25 0,185+0,031 4
ND2 731 AC 119 17 17  0,092+0,013  0,00435 16  0,521+0,056 10
ND2 731 AF+AC 407 81 82  2.888+0,130 0,0169 41  0,552+0,026 59

Tab. 4: Zakladni popula¢né geneticka statistika pro fragment mitochondrialniho genu ND2.

'Délka sekvence vbp (L); “A. fragilis (AF), A. colchica (AC); *Poet sekvenci (n); ‘Pocet
segregujicich mist (S); "Poget mutaci (1); *Nukleotidova diverzita (r); "Proporce polymorfnich mist (6,);
*Pocet haplotypt (h); “Haplotypovéa diverzita (H,); '’Parsimonné informativni pozice (PI); ''Smérodatna

odchylka (SD).
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4.1.2 Fylogeograficka distribuce genu ND2
Z celkového poétu 407 osekvenovanych vzorki ztuzemi Ceské a Slovenské
republiky byl druh A. fragilis zastoupen 288 a druh A. colchica 119 jedinci. Lokalizace

jednotlivych vzorkl na mapé¢ je znazornéna na obrazku 4.

mtDNA ND2
@ Anguis fragilis

& Anguis colchica

|

Obr. 4: Mapa distribuce genotypti slepyst dle mitochondrialni DNA na tizemi Ceské a Slovenské
republiky.

Dominantnim druhem Ceské republiky je A. fiagilis, jehoz populace byly nalezeny
na celém tizemi Cech, smérem na vychod zasahuji na uzemi Moravy a ve Slezsku byly
populace nalezeny pouze v severozapadnim vybézku a ve stfedni Casti Slezska u obce
Mankovice. Anguis colchica svym vyskytem pievazuje ve Slezsku a na Moravu zasahuje
do oblasti Nizkého Jeseniku, prostupuje Moravskou branou a na izemi Moravskoslezskych
Beskyd a pohoti Bilych Karpat. Slovenské republice naopak dominuje 4. colchica a
populace A. fragilis jsou omezeny pouze na nejzdpadnéjSi oblasti zemé&. Na zaklade
genetické analyzy sekvenci mitochondridlni DNA byl sympatricky vyskyt pozorovan
pouze na lokalitach na uzemi Moravské brany a ve zbytku studovaného regionu se druhy
vyskytuji alopatricky. Kontaktni zéna obou druhti se tdhne severojiznim smérem piiblizné
ptes Hruby a Nizky Jesenik, Horno- a Dolnomoravsky uval na Slovensko k Malym

Karpatiim a pfechazi dal na izemi Podunajské roviny.
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Analyza sekvenci fragmentu mitochondrialniho genu ND2 odhalila na zkoumaném
uzemi celkem 41 haplotypl. A. fragilis byl reprezentovan 25 haplotypy (f1, Abal2, 3661,
3709, AO15N, AO7IN, A101N, A152N, A157N, A166N, A174N, A182N, A191N, A201IN,
A202N, A217N, A271N, A306N, A327N, A329N, A336N, A337N, A416N, A457N,
A464N) a A. colchica 16 haplotypy (c1, c3, c4, AO02N, A0O37N, A130N, A131N, A133N,
AI136N, A142N, A204N, A208N, A234N, A255N, A360N, A376N). Nejpocetnéji byly
zastoupeny sekvence, které byly shodné s jiz diive publikovanym haplotypem f1 pro A.
fragilis a haplotypem cl pro A. colchica (Gvozdik et al., 2010). Distribuce vzacnych
haplotypli oproti nejpocetn€jSim nevykazovala zadny specificky vzor a promiseni
haplotypti se zd4 mozaikovité rovnomérné. Vzhledem k tomu, ze byl amplifikovan pouze
fragment genu ND2, shodovaly se sekvence vtomto useku s vétSim poctem jiz
publikovanych haplotypti, ale pro vétsi piehlednost jsou v textu zastupovany pravé prvné
publikovanymi haplotypy fl a cl. Piehled absolutni a relativni Cetnosti a v§ech shodnych
haplotypti je uveden v tabulce 5.

Anguis fragilis
Absolutni | Relativni Shodné haplotypy v
LERIetve Cetnost | cetnost délce 731 bp

f2* | f3* f12*
f1* 260 90,3

f13* | AFO1***
A182N 3 1,0
Aba12** | A157N | 2 0,7
3709%**** 1 0,3

3661 AO15N | A101N | A201N
A202N | AO71N | A152N | A174N
A19IN | A329N | A336N | A337N 1 0,3
A457N | A217N | A306N | A327N
A416N | A464N | A166N | A271N

Anguis colchica
Absolutni | Relativni Shodné haplotypy v

Haplotyp Cetnost | cetnost délce 731 bp

c1* 82 68,91 |c2* |c5* ACO1***
c3* A002N 5 4,20

AO037N | A360N 4 3,36

A131IN | A204N A208N\ 3 2,52

c4* A136N 2 1,68

A142N | A133N | A130N | A376N

A234N | A255N 1 0,80

Tab. S: Tabulka absolutni a relativni Cetnosti haplotypd fragmentu mitochondridlniho genu ND2 a
piehled shodnych, diive publikovanych, haplotypti v délce 731 bp. * (Gvozdik et al., 2010); ** (Jablonski et
al., 2016); *** (Szabd & Voros, 2014); **** (Jablonski et al., v revizi).
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Z celkového poctu 25 haplotypt A. fragilis byly tfi haplotypy jiz publikovéany (fl;
Gvozdik et al., 2010; Abal2; Jablonski et al., 2016; 3709; Jablonski et al., v revizi).
Zbylych 22 haplotypt bylo identifikovano nové. Ve 20 ptipadech byl nové identifikovany
haplotyp zastoupen vzdy pouze jednim vzorkem, v jednom piipadé¢ vzorky dvéma
(haplotyp A157N, vzorky 3338 a A157) a v jednom pftipadé tifemi vzorky (haplotyp
A182N, vzorky A182, A183 a A320).

U Anguis colchica se mezi 16 zjisténymi opét potvrdil jeden dominantni haplotyp
cl. Dva dalsi haplotypy, c3 a c4, byly jiz dfive publikovany (Gvozdik et al., 2010) a
zbylych 13 bylo sekvenovano prvné. Cetnosti haplotypti byly oproti A. fragilis vyssi (viz
tabulka 5).

Prezentovand haplotypova sit’ (obrazek 5) je charakteristickd tzv. star-like vzorem
a v obou ptipadech ukazuje, Ze méné cetné haplotypy se od dominantnich li§i pouze

minimalnim po¢tem mutacnich kroku.

AD15N

A255N

A157N
ADO2N

A101N

A166N A360N

A037N
A234N

A174N

A130N A208N
A182N

A131N

A271N A136N

Obr. 5: Haplotypova sit’ vytvofena na zakladé analyzy fragmentu mitochondrialniho genu ND2 pro
A. fragilis (Servend) a A. colchica (zeleng) na uzemi Ceské a Slovenské Republiky. Jednotlivé mutaéni kroky
jsou znazornény carkou a chybéjici haplotyp ¢ernou teCkou. Barevné kruhy representuji jednotlivé haplotypy

a jejich velikost koresponduje s poctem jedinct s danym haplotypem.
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4.1.3 Demografické analyzy

4.1.3.1 Testy neutrality

Vyskyt historickych populacnich zmén byl vyhodnocen pomoci testl neutrality.
V ramci obou druht, 4. fragilis i A. colchica, vySly u vSech testi pozorované hodnoty
v signifikantni shod¢ s ocekavanymi, dle statistického modelu. Vysledky nasvédcuji o
kompaktnosti zkoumanych populaci a jejich pomérné nedavné demografické expanzi.

Konkrétni hodnoty testii neutrality jsou uvedeny v nasledujici tabulce 6.

1 5 6

Lokus L Druh’ h’ S D R,
ND2 731 AF 25 41,881 -2,50347" 0,0181"
ND2 731 AC 16 21,203 -2,23702" 0,0302""

Tab. 6: Vysledky testdi neutrality. 'Délka sekvence v bp (L); “A. fragilis (AF), A. colchica (AC);
*Podet haplotypti (h); *Fu’s Fy statistics (Fi); *Tajima’s D statistics (D); “Ramos-Onsins and Rozas’s (R»);
Statisticka signifikance — *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ns = nesignifikantni hodnota p > 0,05.

4.1.3.2 Mismatch distribution (MD)

Naésledujici vystupy (obrazek 6 a 7) zobrazuji rozdéleni parovych neshod metodou
mismatch distribution pro populace 4. fragilis a A. colchica na zemi Ceské a Slovenské
republiky. Grafy zndzornuji distribuci pozorovaného (observed — teckovana linie) a
ocekavaného (expected — plna linie) rozd¢€leni Cetnosti.

U obou druhtt ukadzala MD analyza korespondujici kiivky pozorovaného a
predpokladaného rastu ¢i naopak poklesu populaci béhem jejich historie. Vysledné

hodnoty odrazeji vzor pozorovany na struktuie haplotypd v prezentovanych haplotypovych

sitich.
H
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Obr. 6: Mismatch distribution pro Anguis fragilis na izemi Ceské a Slovenské republiky.
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Obr. 7: Mismatch distribution pro Anguis colchica na uzemi Ceské a Slovenské republiky.

4.1.3.3 Bayesian skyline plots (BSPs)

Bayesianské skyline ploty (obrazek 8 a 9) naznacuji u obou druhti velmi podobny
demograficky vyvoj velikosti populaci. Po relativné rychlé expanzi, kterd probéhla
ptiblizné¢ pied 250 tisici lety, doslo asi pfed 150 tisici lety ke stabilizaci populacni velikosti,
ktera se udrzuje dodnes. Cas k nejbliz§imu spole¢nému predkovi (TMRCA) se v obou

ptipadech datuje do obdobi ptiblizné pted 300 tisici lety.

1.E2

1E0

) 5E-2 01 018 02 0.25
Time

Obr. 8: Bayesiansky skyline plot zalozeny na haplotypovém datasetu (n = 25) vychazejicim z 288
osekvenovanych jedinct. Na ose x je ¢as méfeny v jednotkach mutace na nukleotidovou pozici, na ose y
korelat populaéni velikosti Nep. Cerné linie znazoriiuje median odhadu, hranice modré linie oznacuje 95%

konfiden¢ni interval.
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Obr. 9: Bayesiansky skyline plot zalozeny na haplotypovém datasetu (n = 16) vychdzejicim ze 119
osekvenovanych jedincti. Na ose x je ¢as méfeny v jednotkdch mutace na nukleotidovou pozici, na ose y
korelat populaéni velikosti Nep. Cerné linie znazoriiuje median odhadu, hranice modré linie oznacuje 95%

konfiden¢ni interval.

4.1.4 Srovnani haplotypové distribuce na uzemi Polské republiky

Pro dokresleni biogeografického kontextu rozsiteni slepySt Anguis spp. ve sttedni
Evropé€, uvadim porovnani se zjisténou genetickou diverzitou slepysi na tzemi sousedniho
Polska a né¢kolika pfilehlych piihrani¢nich lokalit na uzemi Némecka, Béloruska a
Ukrajiny. Pro tyto ucely byly zpracovany dosud nepublikované sekvence od Mgr. Daniela
Jablonského, které v rdmci ptipravovaného ¢lanku, toho ¢asu v revizi, rozsifuji poznatky o
fylogeografii slepysi a jejich postglacialni kolonizaci stfedni Evropy (Jablonski et al., v
revizi).

Z okolnich zemi bylo analyzovdno celkem 35 jedinct. Devatenact z nich se fadi
k druhu A. fragilis a zbylych 16 k A. colchica. Ve stejné¢ dlouhém fragmentu
mitochondridlniho genu ND2, jako byly analyzované sekvence vzorkii z Ceské a
Slovenské republiky, bylo detekovano 56 wvariabilnich pozic, ze kterych bylo 53
parsimonné informativnich a celkové bylo identifikovano 7 haplotypli. Nejvétsi zastoupeni
ma pro Anguis fragilis opét haplotyp f1 a pro A. colchica haplotyp cl. Nukleotidova
diverzita (r) je u A. fragilis v ramci porovnavanych tizemi téméf totozna (0,03 % v CR a
SR, 0,029 % okolni zem¢). U A. colchica je vSak podstatné vyssi u vzorkli z okolnich zemi
(0,092 % v CR a SR, 0,231 % okolni zem&) a méné ¢asté haplotypy od dominantniho
haplotypu cl déli vice mutacnich krokl. Piehled hodnot mtDNA variability je uveden

v tabulce 7 a mapa distribuce haplotypi a haplotypova sit’ na obrazku 10 a 11.
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Lokus L' Druh’ " %n’+%sp’ 0,° h®  H%sp” P!
ND2 731 AF 19 2 2 0029+0,017 0,00079 3 0,205¢0,119 0
ND2 731 AC 16 7 7  0,231+0,079  0,00289 4 0,44240,145 6
ND2 731 AF+AC 35 55 56  3,564#0,179  0,01868 7  0,659+0,057 53

Tab. 7: Zakladni populacné geneticka statistika mitochondridlniho fragmentu genu ND2 na tzemi
Polské republiky a piilehlych pohrani¢nich lokalit Némecké republiky, B&loruska a Ukrajiny. ‘Délka
sekvence v bp (L); “A. fragilis (AF), A. colchica (AC); *Polet sekvenci (n); ‘Pocet segregujicich mist (S);
Pocet mutaci (17); *Nukleotidova diverzita (x); 'Smérodatna odchylka (SD); *Proporce polymorfnich mist

(6,,); "Pocet haplotypti (); ""Haplotypova diverzita (H,); '’ Parsimonng informativni pozice (PI).

mtDNA ND2
ER| SR [

@ Anguis fragilis - Nejéasiéjsi haplotyp (f1)
& Anguis fragilis - Vzacné hapiotypy

& Anguis colchica - Nejéastéjsi haplotyp (c1)
(2 Anguis cofchica - Vzacné haplotypy

mimo CR | SR
. Anguiis fragilis - Nejcastéjsi haptotyp (1)
() Anguis fragilis - Vzacné haplotypy
(;} Anguis colchica - Nejcastéjsi haplotyp (ct1)

L
'\,3 Anguis colchica - Vzacne haplotypy

.
3B0 Kilometers . %&.,
L J P
H

o e AT a5 i

[aoys

Obr. 10: Mapa distribuce nejhojnéj§iho haplotypu fragmentu mitochondridlniho genu ND2 pro
Anguis fragilis — haplotyp 1 (Eervend) a pro A. colchica — haplotyp c1 (zeleng) na studovaném tizemi Ceské
a Slovenské republiky ve srovnani s Polskou republikou a prilehlymi pohrani¢nimi lokalitami Némecké
republiky, Béloruska a Ukrajiny (Jablonski et al., vrevizi). Méné Cetné haplotypy jsou pro A. fragilis

znazornény oranzove a pro A. colchica svétle zelené.

3693

3691 Aro09

3709
Obr. 11: Haplotypova sit’ fragmentu mitochondridlniho genu ND2 pro A4. fragilis (Cerveng) a A.

colchica (zelen€) na izemi Polské republiky a piihrani¢nich lokalit na izemi Némecké republiky, Béloruska
a Ukrajiny. Jednotlivé mutacni kroky jsou znazornény c¢arkou a chybéjici haplotyp cernou teckou. Barevné

kruhy representuji jednotlivé haplotypy a jejich velikost koresponduje s poc¢tem jedinct v daném haplotypu.
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4.2 Analyza jaderného genu PRLR

Celkové se podarilo ziskat sekvence fragmentu jaderného genu PRLR od 170
jedincti ze 134 lokalit. K analyzdm bylo pouzito i pét diive publikovanych sekvenci
(Gvozdik et. al, 2010). Nebyly pozorovany zadné rekombinace, stop kodony, ani delece
kodont. Vzhledem ke zjisténi heterozygotnich pozic, byla provedena haplotypova analyza
v programu Phase v 2.1.1 (Stephens et al. 2001, Stephens & Scheet 2005), béhem které
byly sekvence rozfazovany do gametickych haplotypli. Analyzovana délka vysledného
fragmentu po ofezani dle kvality sekvenci byla 485 bp. Usek obsahoval pét variabilnich
pozic, z toho vSechny byly parsimonné informativni. Mezi sekvencemi bylo identifikovano
pet haplotypu (Pf1, Pf3, Pf4n, Pcl1, Pvl) (obrazek 12). V porovnani obou druhi vykazuje
niz8i nukleotidovou i haplotypovou diverzitu Anguis colchica (x = 0,014+0,005 %; H,; =
0,070+0,023). Vysledky zakladni statistické analyzy genetického polymorfismu uvadi
tabulka 8.

3 8 10

%n° +%SD™ 3., hn  HtsD? P
0,186+0,019 0,00116 3 0,574+0,033 3 0
0,014+0,005 0,00034 2 0,070+0,023 1 0
0,179+0,012 0,00161 5 0,553+0,026 5 0

Lokus Délka’ Druh? n u

s’ R,
PRLR 485 AF 118 3

1

5

PRLR 485 AC 222
PRLR 485 AF+AC 340

=S
U R WS,

Tab. 8: Zakladni populac¢né geneticka statistika fragmentu jaderného genu PRLR.

"Délka sekvence vbp (L); 4. fragilis (AF), A. colchica (AC); Ipodet sekvenci (n); “Pocet
segregujicich mist (S); *Poget mutaci (5); *Nukleotidova diverzita (z); "Proporce polymorfnich mist (6,);
*Pocet haplotypti (h); “Haplotypova diverzita (H,); '’Parsimonng informativni pozice (PI); "'Minimalni pocet

rekombinantnich udalosti (R,,); ’Smérodatna odchylka (SD).

Po rozfdzovani obsahoval vysledny dataset 340 sekvenci. Podpora rozieSeni
heterozygotnich pozic dosdhla ve vSech ptipadech 100%. U 35 jedinci odpovidala
vysledn4 kombinace haplotypt druhu A. fragilis. V 16 ptipadech se jednalo o homozygotni
jedince s kombinaci nejhojnéj$iho haplotypu Pfl. Ve ctyfech ptipadech o homozygota
s druhym nejhojnéjSim haplotypem P{3 (A060, A123, A219, A236) a v jednom piipadé€ o
homozygota s haplotypem Pf4n (A010). U heterozygotnich jedincli se nejcastéji
objevovala kombinace haplotypti Pfl1 / Pf3, a to v sedmi piipadech (A071, A100, A163,
A166,A176, A209, A309). Nasledovala kombinace Pf1 / Pf4n ve ¢tyfech ptipadech (A068,
A096, A102, A457) a kombinace Pf3 / Pf4n se objevila celkem tiikrat (A008, AO14,
A046).

K druhu 4. colchica bylo ptitazeno celkem 87 jedincti. U 80 z nich se jednalo o
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homozygota s nejcasteéjsSim haplotypem Pcl. U zbylych sedmi vzorkll byl identifikovan
haplotyp, ktery je v této délce shodny s diive publikovanym haplotypem Pvl, ktery byl
detekovan u jihoevropského druhu A. veronensis. V jednom ptipadé (A033) se jednalo o
¢ist¢tho homozygota u zbylych Sesti vzorki o kombinaci Pcl / Pvl (A037, A038, A125,
A301, A387, A416).

Hybridni genotyp kombinace haplotypt typickych jak pro 4. fragilis, tak pro A.
colchica byl zaznamenan u 48 jedinct. Ve 25 piipadech se jednalo o kombinaci
nejcastéjSich haplotypt Pfl / Pcl. Nasledovalo 15 pfipada s kombinaci Pcl / Pf3 (A047,
A175, A193, A203, A245, A273, A283, A305, A310, A321, A340, A342, A373, A382,
A413) a 8 s kombinaci Pcl / Pf4n (A197, A217, A231, A325, A334, A377,A392, A411).

Ptehled vzorkil s kombinacemi gametickych haplotypl je uveden v piiloze 1 a

mapa distribuce haplotypii a haplotypova sit’ na obrazku 12.
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nDNA PRLR
@ Anguis fragilis
& Anguis colchica
© Hybridni genotyp
@ Anguis colchica (Pct/Pv1)
> Anguis colchica (Pv1 / Pv1)
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Obr. 12: Distribuce haplotypt a haplotypova sit’ Anguis fragilis (Cervené) a A. colchica (zelen€) na
tizemi Ceské a Slovenské republiky na zakladé analyzy jaderného genu PRLR a jejich pozice v ramci viech
doposud znamych evropskych haplotypt dle Gvozdik et al. (2013). Haplotypy identifikované na tizemi
Ceské a Slovenské republiky jsou zobrazeny tuéné vétsim pismem. Piilena Eervenozelena kolecka piedstavuji
hybridni jedince s kombinaci nejhojnéjsiho haplotypu pro 4. colchica (Pcl) a haplotypu 4. fragilis (Pfl, Pf3,
Pf4n). Zlutozelena piilena koletka predstavuji kombinaci haplotypu A. colchica (Pcl) a haplotypu A.
veronensis (Pv1). Zluté kole¢ko je jediny homozygotni jedinec s genotypem A. veronensis (Pv1). Jednotlivé
mutaéni kroky jsou znazornény ¢arkou, cerna kolecka predstavuji chybéjici haplotypy a velikost barevnych
kolecek se proporéné shoduje s poctem vzorku sdilejicich dany haplotyp. Oznaceni haplotypi koresponduje

s tabulkou v pfiloze 1.

_47 -



4.3 Analyza jaderného genu RAG1

Sekvence fragmentu jaderného genu RAGI se podafilo amplifikovat celkem u 156
jedinct ze 124 lokalit. Haplotypova analyza byla také provedena v programu Phase v 2.1.1
(Stephens et al. 2001, Stephens & Scheet 2005), kde byly sekvence rozfazovany do
gametickych haplotypt. Vysledny alignment obsahoval 606 bp, pouze 7 pozic bylo
variabilnich a z toho 5 parsimonné informativnich s dohromady Sesti haplotypy (AO10Ra,
A215Rb, A382Rb, A002Ra, AO037Rb, AO09Rb) (obrazek 13). Pro nizky pocet
detekovanych haplotypti byla provedena pouze zdkladni statistickd analyza genetického
polymorfismu. Stop kodony, rekombinace, ani delece kodont zjistény nebyly. V porovnéni
obou druhi, nizs$i nukleotidova i1 haplotypova diverzita byla zjisténa u 4. fragilis (= =
0,004+0,003 %; H; = 0,0234+0,016). Vysledné hodnoty RAGI1 variability jsou uvedeny

v tabulce 9.

Lokus Délka® Druh® n* §* n° %n®t%sD” 3., n®  HStsD? P R,
RAG1 606 AF 177 2 2 0,004+0,003 0,00057 3 0,023:0,016 O 0
RAG1 606 AC 135 2 2 0,049+0,008 0,000600 3 0,289+0,045 2 0
RAG1 606 AF+AC 312 7 7 0,269t0,007 0,00183 6 0,554+0,017 5 0

Tab. 9: Zakladni popula¢né geneticka statistika fragmentu jaderného genu RAGI.

"Délka sekvence vbp (L); °A. fragilis (AF), A. colchica (AC); “Po&et sekvenci (n); ‘Podet
segregujicich mist (S); *Podet mutaci (5); *Nukleotidova diverzita (z); "Proporce polymorfnich mist (6,);
*Pocet haplotypti (h); “Haplotypova diverzita (H,); '’Parsimonng informativni pozice (PI); "'Minimalni pocet

rekombinantnich udalosti (R,,); ’Smérodatna odchylka (SD).

Rozfazovani do gametickych haplotypt ndm vytvofilo vysledny dataset o 312 sekvencich.
Podpora rozfeseni heterozygotnich pozic dosdhla ve vSech pfipadech 100%. U 81 jedinct
odpovidala vysledna kombinace haplotypti druhu A. fragilis. V 79 ptipadech se jednalo o

v

homozygotni jedince s kombinaci nejhojnéjsiho haplotypu AO10Ra. Zbyli dva heterozygotni
jedinci predstavovali kombinaci nejhojné&jsiho haplotypu AO10Ra a v jednom pfipadé A215Rb a ve
druhém A382Rb.

U druhu A. colchica bylo zastoupeni heterozygotd vysSi. Homozygotnich jedinctd
s kombinaci nejhojnéjsSiho haplotypu A002Ra bylo identifikovano 37. Jedincd, u kterych byly
detekovany heterozygotni pozice, bylo 23. Vysledny genotyp byl vzdy kombinaci nejhojné&jsiho
haplotypu A002Ra a haplotypu AOO9RD, ve dvou piipadech (A009, A016), a haplotypu A037Rb ve
zbylych 21 piipadech (A037, A038, A099, A124, A130, A199, A208, A228, A291, A292, A315,
A343, A371, A376, A381, A384, A385, A408, A213, A224, A351).

U 15 jedinch (A083, A157, A188, A202, A204, A269, A287, A342, A360, A374, A461,
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A489, A297, A313, A379) byl identifikovan hybridni genotyp, ktery se vzdy skladal

z nejhojnéjSich haplotypti pro jednotlivé druhy, tedy kombinace A0O02Ra a A(O10Ra. Piehled

vzorkl s kombinacemi gametickych haplotypt je uveden v pfiloze 1.

nDNA RAG1
@ Anguis fragifis

@ Anguis colchica

@ Hybridni genctyp

]
240 Kilemeters wf%»!
] .

s

A215Rb AQ37Rb

A382Rb AQO9RDb

Obr. 13: Distribuce haplotypt a haplotypova sit’ Anguis fragilis (Cervené) a A. colchica (zelen€) na
tizemi Ceské a Slovenské republiky na zakladé analyzy jaderného genu RAG 1. Piilena kolecka predstavuji
haplotypu typického pro A. colchica (A002Ra). Jednotlivé mutaéni kroky jsou znazornény ¢arkou, Cerna
kolecka ptedstavuji chybéjici haplotypy a velikost barevnych kolecek se proporéné shoduje s poctem vzorki

sdilejicich dany haplotyp. Oznaéeni haplotypu koresponduje s tabulkou v pfiloze 1.

- 49 .



4.4 Hybridni genotypy

Z celkového poctu 407 jedinch byla u vSech ziskédna sekvence mitochondridlni
DNA. Sekvence alesponi jednoho z jadernych lokust byla ziskdna u 36 jedinct a u 145
jedincti sekvence vsech tii lokust. Ve 181 ptipadech jsou tak jedinci hodnoceni jak na
zéklad¢ mitochondridlni, tak i jaderné DNA. U 88 jedincii je zjistén hybridni genotyp, kdy
je u jedince detekovana kombinace alel, obsahujici alesponi jednu alelu jiného druhu
(obrazek 14). Hybridni genotyp je podstatné cCastéji detekovan u jedincti fazenych po
mitochondrialni linii k A. fragilis. Pouze v 8 z88 pfipadi se jednd o jedince
mitochondrialné fazené k 4. colchica, u kterych se na hybridnim genotypu podilela pouze
jedna cizi alela. Uplné nejéastéj$im piipadem je jedinec mitochondrialné fazeny k A.
fragilis, u kterého byla v jaderném lokusu PRLR zjiSténa alela Pcl.

U sedmi jedinct je zjistén diive publikovany haplotyp Pvl (Gvozdik et al., 2013),
ktery byl detekovan u jihoevropského druhu A. veromnensis. V jednom piipad¢ (A416) se
jedinec mitochondridlné a i v jednom jaderném lokusu tadi k 4. fragilis a druhy jaderny
lokus je kombinaci alel typickych pro 4. colchica a Pvl typické pro A. veronensis. Ve
zbylych Sesti ptipadech je jedinec fazen mitochondridlné k A. colchica a v jaderném genu
PRLR je detekovan haplotyp Pvl. Z toho v jednom ptipadé v homozygotnim stavu a v péti
pfipadech v kombinaci s nejcastéjSim haplotypem Pcl pro A. colchica. Ptehled vzork
s kombinacemi vSech haplotypti je uveden v pftiloze 1.

Detekované hybridni zény se tdhnou severojiznim smérem a jejich centra jsou
lokalizovana pfiblizn€ od severni Moravy a Slezska, smérem na jih pfes niZiny v okoli
feky Moravy a pfilehlych pahorkatin a sméfuji na izemi Slovenské republiky k Malym
Karpatim a pfechazeji do Podunajské roviny. Sitka transektu, ve kterém byly zjistény
hybridni genotypy v jaderném lokusu PRLR, je pfiblizn€ 320 kilometrt. Naopak u druhého

jaderného lokusu RAGT1 je oblast podstatn¢ uzsi a je vymezena pouze v $iti 100 kilometru.
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Komhbinace haplotypi
& Anguis fragilis

@ Anguis colchica
@© Hybridni genotyp
1 Kombinace 1/ Pet

® Kombinace mtDNA / nDNA

Obr. 14: Mapa porovnani vysledkl variability mitochondrialni (ND2) a jaderné (PRLR, RAGI)
DNA slepyst rodu Anguis na uzemi Ceské a Slovenské republiky. Koletka, predstavujici jedince, u kterych
neni zjistén kombinovany genotyp, jsou pro A. fragilis zbarvena Cervené, pro A. colchica zelené. Zbylé
barevné kombinace zobrazuji riznou uroven hybridizace. Pllena cervenozelena kolecka znazoriuji jedince,
ktefi jsou mitochondridlné fazeni k jednomu druhu a v jednom nebo obou jadernych lokusech vykazuji pouze
kombinaci haplotypd obou druhti. Nikdy se tedy v jadernych lokusech nejedna o haplotypy cisté druhého
druhu. Cerna a bila koletka jsou jedinci mitochondridlng fazeni k A. fragilis a nejméné v jednom ze dvou
jadernych lokust k 4. colchica. Bila kole¢ka pak ptedstavuji kombinaci nejéastéj§iho mitochondrialniho
haplotypu f1 pro A. fragilis a homozygoty v jaderném lokusu PRLR s nejéastéj§im haplotypem Pcl pro 4.

colchica.
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5 DISKUZE

Ceska a Slovenska republika patii diky své poloze k velmi zajimavym oblastem,
kde byly v minulosti zachyceny kontaktni ¢i hybridni zony mnoha druhti obratlovct, ¢i
jejich fylogenetickych linii (Babik et al., 2004; Kindler et al., 2013; Macholan et al., 2007;
Ursenbacher et al., 2006). Z biogeografického hlediska se studované lokality nachazeji po
obou stranach hranice hlavniho evropského rozvodi, tzv. stiedu Evropy, a uzemi Ceské
republiky je dale ¢lenéno na tfi imofi (Severniho, Baltského a Cerného moie). Spolu
s geomorfologickym clenénim této oblasti, kde se ze zapadu stietdva Hercynsky a
z vychodu Alpsko-himaldjsky systém, tak vznikaji pro biotu specifické podminky, které
ovliviuji disperzi jednotlivych druhti. V pribéhu postglacialni rekolonizace sttedni Evropy
z pleistocennich refugii se toto uzemi stalo kfizovatkou hlavnich koloniza¢nich cest mnoha
zivoc¢iSnych druht. Pfi kontaktu linii, alopatricky oddélenych béhem glaciald, zde tak
dochazi ke vzniku sekundarnich, potencidlné hybridnich zoén (Hewitt, 1999, 2011; Schmitt,
2007; Schmitt & Varga, 2012).

Béhem poslednich dvaceti let dosahly poznatky o fylogeografii mnoha evropskych
druhil plazii a obojzivelnikli znaéného pokroku (Arntzen et al., 2017; Dufresnes et al.,
2015; Joger et al.,, 2007). Srozvojem molekularng-genetickych metod mohly byt
podpoieny, ¢i naopak piehodnoceny az vyvraceny poznatky zalozené na morfologickych
datech. Mnohdy pak doslo k odhaleni slozitéjsi fylogenetické struktury populaci a
k detekci kryptickych druhtl, jejichz taxonomie byla nésledné ptfehodnocena (Arntzen et
al., 2013; Bohme et al., 2006; Gvozdik et al., 2010, 2013; Ljubisavljevi¢ et al., 2007).
Stejné tak je tomu u slepyst rodu Anguis, kteii jsou v Ceské a Slovenské republice iroce
rozsifenymi druhy plazii, obyvajicimi skalu biotopli od niZin po nejvyssi horské oblasti.

Na zéklad€ genetické analyzy fragmentu mitochondridlniho genu ND2 a dvou
jadernych protein-kédujicich genii C-mos a PRLR jsem potvrdila, Ze na uzemi Ceské a
Slovenské republiky dochdzi ke kontaktu dvou blizce ptibuznych druhi slepysi (Gvozdik
et al., 2010). Na tomto tizemi se stykd vychodni okraj aredlu rozsifeni slepySe kiehkého
(Anguis fragilis) a zapadni okraj arealu rozSifeni slepySe vychodniho (4. colchica). Na
styku obou aredld byla, i na zdkladé¢ morfologickych dat, pfedpokladdna potencialni

hybridni zéna, jejiz pfesny pribéh ani Sife nebyly doposud dostatecné prozkoumany.

V ptedkladané diplomové praci jsou v uvodni literarni reSer$i shrnuty ptvodni

morfologické ptistupy, zaloZzené na charakteristickém folidozy, spolu s kvantifikaci téchto
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morfologickych rozdili. Dale jsou zde shrnuty poznatky vychézejici ze soucasnych
genetickych analyz a nastinén vliv glacialii na vyvoj biogeografické distribuce rodu Anguis
v ramci Evropy, kdy zpétna rekolonizace uzemi, po ustoupeni kontinentalniho ledovce,
vedla k vytvofeni linearni kontaktni zony. Zptfesnéni pribéhu a mira hybridizace v této
z6né byly hlavnimi cili této diplomové préce.

Vysledky rozsahlého vzorkovani (407 jedinci) poskytly konzistentnéjsi
biogeograficky obraz o distribuci a biogeografii slepySi na uzemi stfedni Evropy.
Genetickym analyzam bylo podrobeno 407 sekvenci fragmentu mitochondridlniho genu
ND2 o délce 731 bp (oproti 1428 bp v praci Gvozdik et al. 2010), 170 sekvenci fragmentu
jaderného protein-kddujiciho genu PRLR o délce 485 bp (oproti 544 bp v praci Gvozdik et
al. 2010) a 156 sekvenci fragmentu taktéZ jaderné¢ho protein-kodujiciho genu RAGI1 o
délce 606 bp (oproti 1043 bp v praci Szabd & Voros, 2014). Jedna se o dosud nejveétsi
pocty analyzovanych sekvenci jednotlivych fragmenti genti v ramci publikovanych studii
o slepysich (4Anguis spp.). Takto rozsahly soubor pomohl dotvofit obraz o kontaktni zéné
mezi A. fragilis a A. colchica, ktera je vedena od zapadniho okraje Balkanid, povodim feky
Velika Morava a Dunaj a kterd je jasné odliSitelna aZ po severni Mad’arsko (Jablonski et al.

2016; Szabo & Voros, 2014).

Z vysledkti analyzy sekvenci mitochondridlni DNA je na prvni pohled patrny
vysoky pocet identifikovanych haplotypii. U 407 jedinci bylo zjisténo celkem 41
haplotypti. Z toho se 26 haplotypt fadi k 4. fragilis a 16 k A. colchica. V obou dvou
pfipadech je zde markantné zastoupen jeden dominantni haplotyp. Relativni Cetnost
dominantniho haplotypu fl typického pro A. fragilis dosahuje az 90 % a haplotypu cl
typického pro A. colchica 69 %. Shodné u obou druhii byly zcelkového poctu
detekovanych haplotypil pouze tfi jiz diive publikovany. U A. fragilis se jednalo o haplotyp
fl (Gvozdik et al., 2010), Abal2 (Jablonski et al., 2016) a 3709 (Jablonski et al., v revizi).
U A. colchica o haplotypy cl, c3, c4 (Gvozdik et al., 2010). I pfes vyssi absolutni ¢etnost
haplotypt tfazenych k 4. fragilis, ktera je ovlivnéna vys$Sim zastoupenim jedincii tohoto
druhu ve zkoumaném vzorku, vykazuje vyssi nukleotidovou (0,092 % oproti 0,03 %) i
haplotypovou (0,521 % oproti 0,185 %) diverzitu A. colchica. U obou druhii vytvaii
haplotypova sit’ vyrazny star-like vzor, kde se mén¢ ¢etné haplotypy od dominantniho 1i$i
pouze minimalnim poctem mutaénich krokd. Tyto zjiSténé udaje o mitochondridlni

V Ceské republice dominuje svym roziifenim druh A. fragilis, ktery byl
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zaznamenan na celém tzemi Cech, smérem ze zapadu zasahuje i na znaénou &ast Moravy a
okrajové na severozdpad Slezska. Na severozdpadnim vybézku Slezska byly populace
nalezeny v oblasti Rychlebskych hor a smérem na vychod az k méstim Jesenik a Zlaté
Hory. Ptes zapadni ¢ast Hrubého Jeseniku a HanuSovickou vrchovinu sestupuji populace
smérem na jih k Hornomoravskému uvalu. Z této oblasti nebylo ziskdno potiebné mnozstvi
vzorkl pro podrobnéjsi odhad rozsiteni, ale zda se, ze ptes jizni okraj Nizkého Jeseniku a
Oderskych vrchu prostupuje A. fragilis Moravskou branou na nejvychodnéjsi lokality
svého rozsifeni v ramci Ceské Republiky a zaroven i v ramci celého studovaného tzemi.
Soucasné se jedna o jedinou zjiSténou oblast sympatrického vyskytu s A. colchica z izemi
Ceské i Slovenské republiky. Anguis fragilis byl hojné zastoupen vzorky z Drahanské
vrchoviny a déle na jih byl zjiStén v zdpadni ¢asti Chiib, Dyjsko-svrateckém tvalu a pies
jihozapadni ¢ast Dolnomoravského tivalu sméfuji populace na jih do Slovenské republiky
vyskytu druhu A. fragilis byla zaznamenéna v obci Gabcikovo.

Na Slovensku dominuje svym zastoupenim druh A. colchica. Radi se k nému
vSechny vzorky ziskané z Karpatské oblasti. Nedostate¢né ovzorkovana oblast Podunajské
niziny ndm neumoznuje odhadnout pribéh kontaktni zoény s A. fragilis na uzemi
Slovenska, ale na zapadnich nizinatych uzemich kolem Bratislavy a pohoti Malych Karpat
7adné populace A. colchica nalezeny nebyly. Do Ceské republiky zasahuji populace od
vychodu na Moravu, a to pfedev§im do horskych oblasti Bilych Karpat a Hostynsko-
vsetinské hornatiny a do Slezska pfes Moravskoslezské Beskydy k Ostravé a dale
severozapadnim smérem aZz k méstu Vrbno pod Pradédem. Populace se také vyskytuji az
ve vychodnich ¢astech Hrubého a Nizkého Jeseniku a Oderskych vrcha.

Pfi porovnani rozSiteni obou druhtli se jevi, ze A. fragilis obsazuje spiSe nizinaté
oblasti obou statl a pahorkatinu, kdezto 4. colchica je karpatskym druhem, coZ by mohlo
souviset se vzory jeho postglacialniho Sifeni a divergenci populaci, jez probihala nejspise v
rumunskych Karpatech (Jablonski et al., 2016). Pro dokresleni biogeografického kontextu
roz$iteni slepysi rodu Anguis spp. ve stfedni Evropé, byly analyzy mitochondridlniho genu
ND2 rozsiteny o dosud nepublikované sekvence od Mgr. Daniela Jablonského z tizemi
sousedniho Polska a nckolika pfilehlych piihraniénich lokalit na Uzemi Némecka,
Béloruska a Ukrajiny. Pfi porovnani genetické diverzity vySlo najevo, ze zatimco
nukleotidova diverzita (7) je u A. fragilis témé&f totozna (0,03 % v CR a SR, 0,029 %

okolni zem&), u A. colchica je podstatné vyssi u vzorkil z okolnich zemi (0,092 % v CR a
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SR, 0,231 % okolni zem¢) a haplotypova sit’ je oproti Ceskoslovenskym populacim
diverzifikovanéjsi. Zda se, ze prubéh kontaktni zény na tizemi Polska zna¢né vybocuje ze
své severojizni orientace pozorované na uzemi Ceské a Slovenské republiky. Areél
rozSiteni 4. colchica ustupuje smérem na vychod a kontaktni zona se tak k severu staci
timto smérem. Ve svétle téchto zjisténi se jako nejzapadnéjsi lokalita vyskytu 4. colchica
po mitochondridlni linii jevi centrum Hrubého Jeseniku, a to nejenom v ramci studovaného
uzemi, ale 1 v celoevropském kontextu (Jablonski et al. 2016, v revizi). Konkrétné se jedna

o vzorek A477 nalezeny na nejvyssi hote Jesenikii, na Pradédu.

Demograficka historie populaci byla testovana na zaklad¢ mitochondridlni DNA, a
to n€kolika pristupy. Vysledné hodnoty vsech testd vysly signifikantné a jsou u obou druhti
v ndpadné shod€. Pozorované hodnoty pro R, (0,0181 u 4. fragilis a 0,0302 u A. colchica)
vysly signifikantné mens$i, nez by ocekaval model dle konstantni velikosti populace
(P<0,001). Stejné tak, jako signifikantné zaporné hodnoty Tajimova D testu (-2,50347 u A.
fragilis a -2,23702 u A. colchica) a Fuovy Fstatistiky (-41,881 u A. fragilis a -21,203 u A.
colchica). Tyto vysledky poskytuji diikaz o tom, Ze populace pravdépodobné prosly nédhlou
a rychlou expanzi.

Analyza parovych neshod (mismatch distribution, MD) vykazuje v obou piipadech
unimodalni kfivku, ktera taktéz koresponduje s ptredpokladanym scénafem rychlé
postglacialni expanze. Grafy populacni dynamiky, zobrazené pomoci metody BSP
(Bayesian skyline plots), datuji nejbliz§i ancestralni populaci (TMRCA) do obdobi
priblizné pted 300 tisici lety. Nasledné obdobi populacni expanze kulminovalo zhruba pted
200 tisici lety a plynule pieslo v populace o stabilni velikosti, které bez zjevnych vykyvi
trvaji dodnes.

V neposledni fadé tuto hypotézu podporuje i vyrazny star-like vzor haplotypovych
siti, ve kterych se méné Cetné haplotypy liSi od dominantnich pouze miniméalnim poctem
mutacnich krokli a vytvareji tak pravé typickou hvézdicovitou strukturu. Ta je zpisobena
rychlym rozsitenim jednoho haplotypu a postupnym hromadénim vétSiho poctu drobnych
mutaci. V populaci tak pfevlada ,,mlady“ polymorfismus, kdy se vytvoii fada novych

haplotypti, ale nukleotidova diverzita je stale nizké (Felsenstein, 1985).

Stejné jako v pfipadé¢ mitochondridlniho lokusu ND2, byly jiz evropské populace
slepy$t podrobeny zakladni analyze jadernych lokust. Gvozdik et al. (2010) neshledali

variabilitu prvniho ze dvou zkoumanych jadernych lokusiit C-mos dostacujici natolik, aby
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byl tento lokus vhodny pro detailngjsi fylogeografické studie. Pro ucely této diplomové
prace byl tedy analyzovan druhy jaderny lokus, a to protein-kédujici PRLR.

Ukazalo se, ze jeho variabilita je na zkoumaném tUzemi velmi nizka. Mezi 170
ziskanymi sekvencemi bylo zjiSt€no pouze 5 haplotypli. VSechny se v délce 485 bp
shodovali s jiz publikovanymi haplotypy (Gvozdik et al., 2010, 2013). Jednalo se o Pfl,
P13 a Pf4n pro A. fragilis, Pcl pro A. colchica a Pv1, ktery byl detekovan u jihoevropského
druhu A. veronensis. Nebyl zjistén zadny novy haplotyp a vysledky jsou tak doplnénim
celoevropského kontextu.

Diskutabilnim se stava zjisténi haplotypu Pvl, ktery se fadi k jihoevropskému
druhu A. veronensis. Je vsak tfeba brat na zietel, Ze oproti publikovanému haplotypu Pv1
jsou analyzované sekvence v této diplomové praci o 59 bp krat§i a v tomto useku se
nachdzeji dalsi dvé variabilni pozice, které haplotyp od Pcl odliSuji. Je tedy mozné, Ze pii
porovnani stejné dlouhych sekvenci, by byl u téchto diskutabilnich vzorka (A033, A037,
A038, A125, A387, A301, A416) zjistén haplotyp, ktery by se liSil mensim poctem mutaci
a tvoftil by tak novy ptechodny haplotyp mezi témito liniemi.

Na zdkladé vysledné distribuce haplotypli jaderného genu PRLR, se ze vSech
provedenych analyz jevi kontaktni zona obou druhii slepyst nejvice posunuta zapadnim
smérem. Jedinci s hybridnim genotypem byli zaznamenani v transektu o Sifce pfiblizné
320 kilometrii, a to pfevazné od kontaktni zony, ustanovené na zdkladé mitochondridlni
DNA, na zapad. Co se tyka kombinace vysledného genotypu, vzdy se u hybridl jednalo o
jedince po mitochondrialni linii fazené k A. fragilis. Ani v jednom ptipadé nebyla alela
jaderného genu PRLR typicka pro A. fragilis detekovéana u jedince po mitochondridlni linii
fazeného k A. colchica. Z celkového poctu 170 jedinci bylo zjisténo vice jak 40 %
hybridd. Vzdy se tedy jednalo o jedince mitochondridlné tazené k A. fragilis. Ve 26
ptipadech byl lokus PRLR kombinaci haplotypu Pcl a nékterého z haplotypil, fazenych
k A. fragilis (Pf1, Pf3, Pf4n). Ve 48 ptipadech byl jedinec v jaderném lokusu homozygotem
Pcl a tito jedinci se nachazeli v podstatné uzsim transektu o Sifce ptiblizn¢ 80 kilometr1,
ktery je situovan do oblasti hlavni kontaktni zony.

Fylogeneticka pozice haplotypu Pcl se ve svétle soudobych poznatkl jevi stale
jako diskutabilni. Uz Gvozdik et al. (2010) upozoriiovali, ze v ptipadé tohoto haplotypu by
se mohlo jednat o potencidln¢ ancestralni haplotyp. Vzhledem k tomu, Ze autosomalni
lokusy vykazuji az ¢tyfnasobn€ pomalejsi rychlost tfidéni linii, mize se jednat o disledek

jevu znamého jako nekompletni tfidéni linii (incomplete lineage sorting) (Avise, 2000).
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Tento jev nastava, pokud se ancestralni populace zacala §tépit jesté predtim, nez se v ni
ustalil ptivodni polymorfizmus. Evoluéni linie vzeslé z tohoto Stépeni zdédi vSechny alely

obsazen¢ v genofondu puvodni populace, které se poté zafixuji zcela nahodné.

Co se tyka analyzy fragmentu druhého jaderného genu RAG1 na uzemi Ceské a
Slovenské republiky. Rozsifeni se jevi velmi podobné distribuci haplotypti na zaklad¢
mitochondrialni DNA. Pocet analyzovanych sekvenci byl oproti druhému jadernému
lokusu PRLR pouze o 14 sekvenci mensi (tj. 156), avSak v tomto piipad¢ bylo detekovano
o jeden haplotyp vice. Hodnoty celkové haplotypové diverzity jsou vSak pro oba lokusy
témet totozné (0,553 % pro PRLR a 0,554 % pro RAGI). Celkem z Sesti haplotypi se
vzdy tfi fadi k jednomu druhu. Stejné€ jako u mitochondridlniho lokusu ND2 ma podstatné
vys$si nukleotidovou (0,049 % oproti 0,004 %) 1 haplotypovou (0,289 % oproti 0,023 %)
diverzitu A. colchica. U struktury haplotypové sité se sice jeSt€ nedd mluvit o star-like
vzoru, ale opét dominuje jeden haplotyp, od kterého se vzacné haplotypy 1isi pouze jednim
mutaénim krokem.

I vramci tohoto jaderného lokusu byli zjisténi jedinci s hybridnim genotypem a
opét se zde ukazuje tendence toku genil A. colchica smérem na zapad do populaci A.
fragilis. Sife transektu, ve kterém se vyskytuji hybridni jedinci, byla v tomto piipadé
podstatné uzsi, a to pfiblizné pouze 100 kilometri. Ze 156 jedincti byl kombinovany
genotyp odhalen ve 20 piipadech. Z toho pouze 5 jedinci (A003, A159, A213, A224,
A351) bylo mitochondrialné fazeno k A. fragilis a v jaderném lokusu Cisté k A. colchica. U
zbylych 15 ptipadi byla vjaderném lokusu identifikovana pouze jedna alela druhého
druhu. Casté&jsim piipadem opét bylo, Ze hybridni jedinec byl mitochondrialng fazen k A.
fragilis, a to v 13 ptipadech (A083, A157, A188, A202, A269, A287, A297, A313, A342,
A374, A379, A461, A489) a pouze u dvou jedinct tomu bylo naopak (A204, A360).

Doposud jedinou studii, analyzujici u slepyst jaderny gen RAG1, je prace Szabd &
Voros (2014) z Madarska. Analyzovany fragment o délce 1 043 bp obsahoval §
variabilnich pozic, ze kterych bylo 5 heterozygotnich, a které definovaly vzorky do deseti
genotypl. Heterozygotni pozice vSak v této praci nebyly rozieSeny do gametickych
haplotypli. V délce 606 bp se sekvence analyzované v této diplomové praci s jiz
publikovanymi vzorky (Szabo & Voros, 2014) shodovaly nasledovné: AOO2Ra = AcR03
(KF736840); (AOO2Ra / A037Rb) = AcR02 (KF736839); AO10Ra = AfRO1 (KF736841).

Na zaklad¢ ziskanych dat 1ze usuzovat, ze tok genli pfevazuje ve sméru z populaci
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A. colchica do populaci A. fragilis a mize knému dochazet v souvislosti s eto-
ekologickymi specifiky obou druht. Jednou z moznych hypotéz, vysvétlujicich tento
fenomén, mtize byt prednostni kiiZzeni samct 4. colchica se samicemi A. fragilis. Dochazet
k nému miize vlivem relativné vétsi velikost téla 1 hlavy samct A. colchica, diky které
muzou ziskavat zna¢nou reprodukéni vyhodu pii ziskédvani partnerky. Specifikace miry
toku genli a mechanismt ovlivitujicich proporce frekvenci alel v hybridnich populacich, je
tteba podrobit hlubsim analyzam. Stejné tak jako vlastni fitness hybridnich jedinct, ktera
nebyla doposud blize studovana. Asymetrie v mezidruhové hybridizaci mize byt spojena
napiiklad s asymetrii v postzygotické reprodukéni izolaci, coz znamend, Ze snizenou
fitness maji jen hybridi v jednom sméru kiizeni, pfiCemz tento typ asymetrie byva u blizce

ptibuznych druhti pomérné Casty (Turelli & Moyle, 2007).

Ziskanymi vysledky se podafilo dosdhnout podstatného zptfesnéni poznatki o
rozsiteni obou druhii slepyst na uzemi Ceské a Slovenské republiky. Pro budouci analyzy
je vhodné se v Ceské republice zaméfit na vzorkovani v oblasti Horno- a
Dolnomoravského uvalu a na Slovensku pfedev§im v Podunajské niZin€. Vzhledem
k vyskytu mezidruhové hybridni zény je tfeba poznatky rozsitit o detailngjsi analyzu toku
genu, ktery vlivem nedostatecné vyvinutych reprodukéné izolacnich bariér stale trva.
V této souvislosti také doposud nebyla zkoumdna vitalita a fertilita mezidruhovych
hybridd, kterd by ve spojitosti s eto-ekologickymi odliSnostmi obou druhti, mohla vyrazné
ovlivilovat potencial §ifeni slepySt a v neposledni fad€ by byla diileZitym poznatkem pro

souc¢asnou ochranafskou biologii.
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6 ZAVER

1) Analyzou vyznamného souboru mitochondridlnich a jadernych sekvenci
DNA, ziskanych od 407 jedinct z 281 lokalit, byly zpfesnény poznatky o rozsifeni dvou
druhti slepyst rodu Anguis ve stiedni Evropé. Genotypizaci jedincii bylo zjisténo, ze na
tizemi Ceské republiky dominuje svym rozsifenim Anguis fragilis a vyskyt A. colchica se
omezuje piedevSim na horské oblasti (Karpaty) vychodni Césti republiky. Naopak na
Slovensku je dominantnim druhem A. colchica a vyskyt A. fragilis je omezen na vychodni
oblasti kolem Malych Karpat a uzemi Podunajské roviny. Nejvétsi variabilitou se
vyznacuje mitochondrialni lokus ND2 se 41 zjisténymi haplotypy. Oba jaderné lokusy jsou
podstatné méné variabilni a bylo identifikovdno pouze 6 haplotypt lokusu RAGI1 a 5
haplotypti lokusu PRLR. Vyssi haplotypovou i nukleotidovou diverzitu vykazuje u 4.
fragilis pouze jaderny lokus PRLR. Pro mitochondrialni lokus ND2 a jaderny lokus RAG1

jsou tyto hodnoty podstatné vyssi u A. colchica.

2) Rekombinaéné-aktivacni gen 1 (RAGI1) neni v populacné genetickych
studiich, zabyvajicich se hybridizaci, bézné pouzivanym lokusem. AvSak i pfes jeho
pomérné velmi nizkou variabilitu, byly jeho analyzou od sebe druhy jednoznacné odliSeny.
U obou druhti byl zjistén jeden dominantni a dva vzacné haplotypy. Jedinci s hybridnim
genotypem byli lokalizovani v oblasti kontaktni zony obou druhti a jejich distribuce
navazuje na doloZenou oblast vyskytu hybridnich jedinci publikovanych z Uzemi
Mad’arska. Oproti vysledkiim analyzy mitochondrialni DNA, je kontaktni zona vychylena

zapadnim smérem a hybridni jedinci byli zjisténi v zoné o piiblizné §itce 100 kilometra.

3) Na zédkladé srovnani distribuce sekvenci mtDNA a nDNA byla v oblasti
kontaktu obou druhil zjiSténa vysokd mira mezidruhové hybridizace. Vyskyt jedinci
s hybridnim genotypem je situovan do pfiblizn€ 100 kilometrt Siroké zony, kterd se tdhne
severojiznim smérem od severniho Slezska, pfes niZiny v okoli feky Moravy, smérem na
Slovensko k pohoifi Malych Karpat a do Podunajské roviny, pfes kterou navazuje na
hybridni zénu detekovanou na tizemi Madarska (Szabo & Vords, 2014), kde ji tvofi
povodi feky Dunaj. Je zajimavé, ze na zdkladé mitochondridlni analyzy byl zjiStén
sympatricky vyskyt pouze na lokalitach pfiblizn¢ ve stftedu Moravské brany, a to v Sifce
pouhych 20 kilometri. V ostatnich oblastech zkoumaného regionu jsou od sebe

mitochondrilni linie striktné geograficky oddéleny.
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4) Porovnanim vnitrodruhové genetické variability dvou druht slepysu,
vyskytujicich se ve stiedni Evropé, bylo zjisténo, ze sdileji velmi podobnou
mitochondrialni genetickou strukturu a populac¢ni historii. Po oddéleni od nejblizsi
ancestralni populace (TMRCA), které je datovano do obdobi pfiblizné pted 300 tisici lety,
doslo u obou druhti k populaéni expanzi, jez kulminovala zhruba pied 200 tisici lety. Po
popula¢ni expanzi nasledovala stabilizace velikosti populaci, kterd bez zjevnych vykyva

trva dodnes. Tuto hypotézu podporuje i vzor zjistény v haplotypovych sitich obou druhti.

-60 -



7 SEZNAM LITERATURY

Albert, E. M., San Mauro, D., Garcia-Paris, M., Riiber, L., Zardoya, R. (2009). Effect of
taxon sampling on recovering the phylogeny of squamate reptiles based on complete
mitochondrial genome and nuclear gene sequence data. Gene, 441: 12-21.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, M., Walter, P. (2002). Molecular
biology of the cell. 4 th ed. New York: Garland Science, 1616 pp.

Allendorf, F. W., Luikart, G. H. (2007). Introduction. In Conservation and the Genetics of
Populations. Oxford, UK: Blackwell Publishing, 642 pp.

Arntzen, J. W., Mcatear, J., Recuero, E., Ziermann, J. M., Ohler, A., Alphen, J. Van. (2013).
Morphological and genetic differentiation of Bufo toads: two cryptic species in
Western Europe (Anura, Bufonidae ). Contributions to Zoology, 82(4): 147-169.

Arntzen, J. W., Vries, W. de, Canestrelli, D., Martinez-Solano, 1. (2017). Hybrid zone
formation and contrasting outcomes of secondary contact over transects in common
toads. in press.

Avise, J. C. (2000). Phylogeography: The History and Formation of Species. Cambridge:
Harvard University Press.

Avise, J. C. (2009). Phylogeography: retrospect and prospect. Journal of Biogeography, 36:
3-15.

Avise, J. C., Arnold, J., Ball, R. M., Bermingham, E., Lamb, T., Neigel, J. E., Reeb, C. A.,
Saunders, N. C. (1987). Intraspecific Phylogeography: The Mitochondrial DNA
Bridge Between Population Genetics and Systematics. Annual Review of Ecology and
Systematics, 18: 489-522.

Babik, W., Branicki, W., Sandera, M., Litvinchuk, S., Borkin, L. J., Irwin, J. T., Rafinski, J.
(2004). Mitochondrial phylogeography of the moor frog, Rana arvalis. Molecular
Ecology, 13(6): 1469-1480.

Bachelot, A., Binart, N. (2007). Reproductive role of prolactin. Reproduction, 133: 361—
369.

Benkovsky, N., Gvozdik, V., Moravec, J., Jandzik, D. (2012). Morfologia
»hovoobjaveného* druhu slepiucha z Apeninského polostrova. 28-29 pp. In J. Bryja, J.
Albrechtova, & E. Tkadlec (Ed.), Zoologické dny Olomouc 2012, Sbornik abstrakti z
konference 9.-10. tmora 2012. Brno: Ustav biologie obratlovctt AV CR, 242 pp.

Benkovsky, N., Gvozdik, V., Sifrova, H., Moravec, J., Jandzik, D. (2011). Morfologia
slepichov Anguis fragilis a A. colchica na izemi CR a SR. In J. Bryja, Z. Rehék, & J.
Zukal (Ed.), Zoologické dny Brno 2011, Sbornik abstraktli z konference 17. - 18.
tinora 2011. Brno: Ustav biologie obratlovcit AV CR, 282 pp.

-61 -



Bohme, G. (1996). The historical development of Central Europe herpetofauna during the
ice age. In Giinther (Ed.), The Amphibians and Reptilians of Germany. Stuttgart:
Gustav Fischer, 30-39 pp.

Bohme, M. ., Fritz, U., Kotenko, T., Dzukid, G., Ljubisavljevid, K., Tzankov, N.,
Berendonk, T. U. (2006). Phylogeography and cryptic variation within the Lacerta
viridis complex (Lacertidae , Reptilia). Zoologica Scripta, 36(2): 119-131.

Bohme, W. (2012). A record-sized specimen of the western slow worm (Anguis fragilis).
Zeitschrift fur Feldherpetologie, 19: 117-118.

Boore, J. L. (1999). Animal mitochondrial genomes. Oxford University Press, 27(8):
1767-1780.

Bouckaert, R., Heled, J., Kiihner, D., Vaughan, T., Wu, C., Xie, D., Suchard, M. A.,
Rambaut, A., Drummond, A. J. (2004). BEAST 2: a software platform for Bayesian
evolutionary analysis. PLoS Computational Biology, 10: €1003537.

Brehm, A., Jesus, J., Pinheiro, M., Harris, D. J. (2001). Relationships of Scincid Lizards
(Mabuya spp; Reptilia: Scincidae) from the Cape Verde Islands Based on

Mitochondrial and Nuclear DNA Sequences. Molecular Phylogenetics and Evolution,
19(2): 311-316.

Brown, D. S., Jarman, S. N., Symondson, W. O. (2012). Pyrosequencing of prey DNA in
reptile faeces: Analysis of earthworm consumption by slow worms. Molecular
Ecology Resources, 12: 259-266.

Brown, W. M., George, M., Wilson, A. C. (1979). Rapid evolution of animal mitochondrial
DNA. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 76(4): 1967-1971.

Cabela, A., Grillitsch, B. (1989). Zum systematischen Status der Blindschleiche (Anguis
fragilis LINNAEUS, 1758) von Nordgriechenland und Albanien (Squamata:
Anguidae). Herpetozoa, 2(1/2): 51-69.

Capula, M., Luiselli, L., Capanna, E. (1997). The blue-spotted morph of the slow worm,
Anguis fragilis: Colour polymorphism and predation risks. Italian Journal of Zoology,
64(2): 147-153.

Clement, M., Posada, D., Crandall, K. A. (2000). TCS: a computer program to estimate
gene genealogies. Molecular Ecology, 9: 1657-1659.

Conrad, J. L. (2008). Phylogeny and systematics of Squamata (Reptilia) based on
morphology. Bulletin of the American Museum of Natural History, 310: 1-182.

Dagil, R., Knudsen, M. J., Olsen, J. G., O’Shea, C., Franzmann, M., Goffin, V., Teilum, K.,
Breinholt, J., Kragelund, B. B. (2012). The WSXWS motif in cytokine receptors is a
molecular switch involved in receptor activation: Insight from structures of the
prolactin receptor. Structure, 20: 270-282.

-62 -



DAISIE European Invasive Alien Species Gateway, 2008. 100 of The Worst. Dostupné z
http://www.europe-aliens.org/speciesTheWorst.do [28.1.2016]

de Pous, P., Mora, E., Metallinou, M., Escoriza, D., Comas, M., Donaire, D., Pleguezuelos,
J. M., Carranza, S. (2011). Elusive but widespread? The potential distribution and
genetic variation of Hyalosaurus koellikeri (Giinther, 1873) in the Maghreb.
Amphibia-Reptilia, 32: 385-397.

Dely, O. G. (1972). Adatok a kéarpat-medencei torékeny gyik (Anguis fragilis Linnaeus)
rendszertandhoz ¢és elterjedéséhez [Beitrdge zur Verbreitung und Systematik der
Blindschleiche (Anguis fragilis Linnaeus) in Karpatenbecken.]. Vertebrata Hungarica,
13:39-79.

Dely, O. G. (1974). Uber die Unterarten der Blindschleiche, Anguis fragilis L. Vertebrata
Hungarica, 15: 11-37.

Donnellan, S. C., Hutchinson, M., Saint, K. M. (1999). Molecular evidence for the
phylogeny of Australian gekkonid lizards. Biological Journal of the Linnean Society,
67:97-118.

Drummond, A. J., Rambaut, A. (2007). Software: BEAST: Bayesian evolutionary analysis
by sampling trees. BMC Evolutionary Biology, 7(217): 8pp.

Drummond, A. J., Rambaut, A., Shapiro, B., Pybus, O. G. (2005). Bayesian Coalescent
Inference of Past Population Dynamics from Molecular Sequences. Molecular Biology
and Evolution, 5: 1185-1192.

Dufresnes, C., Brelsford, A., Crnobrnja-Isailovi¢, J., Tzankov, N., Lymberakis, P., Perrin,
N. (2015). Timeframe of speciation inferred from secondary contact zones in the
European tree frog radiation (Hyla arborea group). BMC evolutionary biology,
15(155): 1-8.

Dzuki¢, G. (1987). Taxonomic and biogeographic characteristics of the slow-worm
(Anguis fragilis LINNAEUS 1758) in Yugoslavia and on the Balcan Peninsula.
Scopolia, (12): 1-47.

Eo, S. H., DeWoody, J. A. (2010). Evolutionary rates of mitochondrial genomes
correspond to diversification rates and to contemporary species richness in birds and
reptiles. Proceedings of The Royal Society B: Biological Sciences, 277: 3587-3592.

Felsenstein, J. (1985). Phylogenies and the comparative method. The American Naturalist,
125(1): 1-15.

Ferreiro, R., Galan, P. (2004). Reproductive ecology of the slow worm (Anguis fragilis) in
the northwest Iberian Peninsula. Animal Biology, 54(4): 353-371.

Filipek, M. (2005). Neobvykle sfarbeny sleptch lamavy. Ziva, 1: 36.

Freeman, M. E., Kanyicska, B., Lerant, A., Nagy, G. (2000). Prolactin: Structure, Function,
and Regulation of Secretion. Physiological reviews, 80(4): 1523-1631.
-63 -


http://www.europe-aliens.org/speciesTheWorst.do

Fu, Y. X. (1997). Statistical tests of neutrality of mutations against population growth,
hitchhiking and background selection. Genetics, 147(2): 915-925.

Funk, D. J., Omland, K. E. (2003). Species-level paraphyly and polypfyly: Frequency,
causes and consequences, with insights from animal mitochondrial DNA. Annual
Review of Ecology, Evolution, and Systematics, 34: 397-423.

Gehring, P. S., Tolley, K. A., Eckhardt, F. S., Townsend, T. M., Ziegler, T., Ratsoavina, F.,
Glaw, F., Vences, M. (2012). Hiding deep in the trees: Discovery of divergent
mitochondrial lineages in Malagasy chameleons of the Calumma nasutum group.
Ecology and Evolution, 2: 1468—1479.

Gomez, A., Lunt, D.H., (2007). Refugia within refugia: the patterns of phylogeographic
concordance in the Iberian Peninsula. In: Weiss, S., Ferrand, N. (Eds.),
Phylogeography of Southern European Refugia. Springer, pp. 155-188.

Greenbaum, E., Bauer, A. M., Jackman, T. R., Vences, M., Glaw, F. (2007). A phylogeny of
the enigmatic Madagascan geckos of the genus Uroplatus (Squamata: Gekkonidae).
Zootaxa, 1493: 41-51.

Grigorieff, N. (1999). Structure of the respiratory NADH:ubiquinone oxidoreductase
(complex I). Current Opinion in Structural Biology, 9: 476—483.

Grillitsch, H., Cabela, A. (1990). Zum systematischen Status der Blindschleichen
(Squamata: Anguidae) des Peloponnes und der siidlichen Ionischen Inseln
(Griechenland). Herpetozoa, 2(3/4): 131-153.

Groth, J. G., Barrowclough, G. F. (1999). Basal divergences in birds and the phylogenetic
utility of the nuclear RAG-1 gene. Molecular phylogenetics and evolution, 12(2): 115—
123.

Gvozdik, V., Benkovsky, N., Crottini, A., Bellati, A., Moravec, J., Romano, A., Sacchi, R.,
Jandzik, D. (2013). An ancient lineage of slow worms, genus Anguis (Squamata:

Anguidae), survived in the Italian Peninsula. Molecular Phylogenetics and Evolution,
69(3): 1077-1092.

Gvozdik, V., Crottini, A., Moravec, J., Romano, A., Sacchi, R., Jandzik, D. (2011). Another
Slow-worm species (Anguis, Anguidae) revealed south of the Alps. 40 - 41 pp. In SEH
European Congress of Herpetology & DGHT Deutscher Herpetologentag. 25th to 29th
September 2011, SEH & DGHT, Luxembourg and Trier, 132 pp.

Gvozdik, V., Jandzik, D., Lymberakis, P., Jablonski, D., Moravec, J. (2008). Slow Worm
(Anguis fragilis) as a species complex. Herpetologické informace, 7(1): 6—7.

Gvozdik, V., Jandzik, D., Lymberakis, P., Jablonski, D., Moravec, J. (2010). Slow worm,
Anguis fragilis (Reptilia: Anguidae) as a species complex: Genetic structure reveals
deep divergences. Molecular Phylogenetics and Evolution, 55(2): 460—472.

Gvozdik, V., Moravec, J. (2015). Anguis fragilis Linnacus, 1758 - slepys kiehky. 237 - 261
pp. In J. Moravec (Ed.), Fauna CR, Plazi — Reptilia. Praha: Academia, 531 pp.

- 64 -



Hails, E. (2017). The first record of a Slow-worm (Anguis fragilis) from the UK with blue
ventral scales. The Herpetological Bulletin 140, 37.

Haines, M. L., Moussalli, A., Stuart-fox, D., Clemann, N., Melville, J. (2014).
Phylogenetic evidence of historic mitochondrial introgression and cryptic diversity in
the genus Pseudemoia (Squamata: Scincidae). Molecular Phylogenetics and Evolution,
81: 86-95.

Hall, T. A. (1999). BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series, 41: 95—
98.

Han, D., Zhou, K., Bauer, A. M. (2004). Phylogenetic relationships among gekkotan
lizards inferred from C-mos nuclear DNA sequences and a new classification of the
Gekkota. Biological Journal of the Linnean Society, 83(3): 353—368.

Harris, D. J. (2003). Codon bias variation in C-mos between squamate families might
distort phylogenetic inferences. Molecular Phylogenetics and Evolution, 27: 540-544.

Harris, D. J., Marshall, J. C., Crandall, K. A. (2001). Squamate relationships based on C-
mos nuclear DNA sequences: increased taxon sampling improves bootstrap support.
Amphibia-Reptilia, 22: 235-242.

Harris, D. J., Sinclair, E. A., Mercader, N. L., Marshall, J. C., Crandall, K. A. (1999).
Squamate relationship based on C-mos nuclear DNA sequences. Herpetological
Journal, 9: 147-151.

Hedges, S. B., Vidal, N. (2009). Lizards, snakes, and amphisbaenians (Squamata). In S. B.
Hedges & N. Vidal (Ed.), The Time tree of life. New York: Oxford University Press,
551 pp.

Hewitt, G. (1999). Post-glacial re-colonization of European biota. Biological Journal of the
Linnean Society, 68(1-2): 87-112.

Hewitt, G. M. (2004). Genetic consequences of climatic oscillations in the Quaternary.
Philosophical Transactions Of The Royal Society Of London Series B-Biological
sciences, 359(1442): 183-195.

Hewitt, G. M. (2011). Quaternary phylogeography: the roots of hybrid zones. Genetica,
139(5): 617-638.

Hillis, D. M. (1987). Molecular versus morfhological approaches to systematics. Annual
Review of Ecology, Evolution, and Systematics1, 18: 23—42.

Hu, Z. Z., Zhuang, L., Meng, J., Dufau, M. L. (1998). Transcriptional regulation of the

generic promoter III of the rat prolactin receptor gene by C/EBP and Sp1*. Journal of
Biological Chemistry, 273(40): 26225-26235.

-65 -



Chomyn, A., Cleeter, M. W. J., Ragan, C. I, Riley, M., Doolittle, R. F., Attardi, G. (1986).
URF6, last unidentified reading frame of human mtDNA, codes for an NADH
dehydrogenase subunit. Science, 614—618.

Chomyn, A., Mariottini, P., Cleeter, M. W. J., Ragan, C. 1., Matsuno-Yagi, A., Hatefi, Y.,
Doolittle, R. F., Attardi, G. (1985). Six unidentified reading frames of human
mitochondrial DNA encode components of the respiratory-chain NADH
dehydrogenase. Nature, 314: 592-597.

ICZN [International Commission on Zoological Nomenclature] (1999). International Code
of Zoological Nomenclature. 4th edition. International Trust for Zoological
Nomenclature, London, i-ixxix + 306 pp.

Ivanov, M. (2015). Vyvoj spolecenstev plazi ve stiedni Evropé v prubéhu kenozoika se
zvvléétnim zietelem k Supinatym (Squamata). 15 - 46 pp. In J. Moravec (Ed.), Fauna
CR, Plazi — Reptilia. Praha: Academia, 531 pp.

Ja, D., Di, L. (1989). Expression of multiple forms of the prolactin receptor in mouse liver.
Molecular Endocrinology, 3: 674—680.

Jablonski, D., Dzuki¢, G., Jandzik, D., Jeli¢, D., Ljubisavljevi¢, K., Mikuli¢ek, P.,
Moravec, J., Tzankov, N., Gvozdik. (2012). Diversity and distribution of Slow Worms

(Anguis spp.) in the Balkans as inferred from mitochondrial DNA. Herpetologické
informace, 11(1): 8-9.

Jablonski, D., Jandzik, D., Mikulicek, P., Dziki¢, G., Ljubisavljevi¢, K., Tzankov, N., Jeli¢,
D., Thanou, E., Moravec, J., Gvozdik, V. (2016). Contrasting evolutionary histories of
the legless lizards slow worms (Anguis) shaped by the topography of the Balkan
Peninsula. BMC Evolutionary Biology, 16(99): 1-18.

Jablonski, D., Meduna, P. (2010). Blue colour of the ventral body part of Eastern Slow
Worm Anguis colchica (Nordmann, 1840). Herpetology Notes, 3: 295-296.

Jablonski, D., Najbar, B., Grochowalska, R., Gvozdik, V., Strzala, T., Phylogeography and
postglacial colonization of Central Europe by Anguis fragilis and Anguis colchica,
Amphibia-Reptilia: v revizi.

Joger, U., Fritz, U., Guicking, D., Kalyabina-hauf, S., Nagy, Z. T., Wink, M. (2007).
Phylogeography of western Palaearctic reptiles — Spatial and temporal speciation
patterns. Zoologischer Anzeiger, 246: 293-313.

Kearney, M., Stuart, B. L. (2004). Repeated evolution of limblessness and digging heads in
worm lizards revealed by DNA from old bones. Proceedings of The Royal Society B:
Biological Sciences, 271: 1677—-1683.

Kindler, C., Bohme, W., Corti, C., Gvozdik, V., Jablonski, D., Jandzik, D., Metallinou, M.,
Siroky, P., Fritz, U. (2013). Mitochondrial phylogeography, contact zones and

taxonomy of grass snakes (Natrix natrix, N. megalocephala). Zoologica Scripta, 42(5):
458-472.

- 66 -



Klembara, J. (1979). Neue Funde der Gattungen Ophisaurus und Anguis (Squamata,
Reptilia) aus dem Untermiozédn Westbohmen (CSSR). Véstnik Ustfedniho ustavu
geologického (Praha), 52(3): 163—-169.

Klembara, J. (2014). New finds of anguines (Squamata, Anguidae) from the Early Miocene
of Northwest Bohemia (Czech Republic). Palaontologische Zeitschrift, (2005): 1-25.

Klembara, J., Bohme, M., Rummel, M. (2010). Revision of the Anguine Lizard Pseudopus
laurillardi (Squamata, Anguidae) from the Miocene of Europe, with Comments on
Paleoecology. Journal of Paleontology, 84(2): 159—-196.

Kminiak, M. (1992). 1. druh Anguis fragilis LINNAEUS, 1758. pp. 101 - 106. In V. Baru§
& O. Oliva (Ed.), Plazi - Reptilia, Fauna CSFR. Praha: Academia, svazek 26., 222 pp.

Koolman, J., R6hm, K. (2012). Barevny atlas biochemie - Pteklad 4. vydani. Praha: Grada
Publishing a.s., 498 pp.

Lac, J. (1967). K systematike slepucha ldmavého (Anguis fragilis L.) a jeho rozsirenie na
Slovensku. Biologia, 22: 908-922.

Lawson, R., Slowinski, J. B., Crother, B. 1., Burbrink, F. T. (2005). Phylogeny of the
Colubroidea (Serpentes): New evidence from mitochondrial and nuclear genes.
Molecular Phylogenetics and Evolution, 37: 581-601.

Leaché, A. D., McGuire, J. A. (2006). Phylogenetic relationships of horned lizards
(Phrynosoma) based on nuclear and mitochondrial data: Evidence for a misleading
mitochondrial gene tree. Molecular Phylogenetics and Evolution, 39: 628—644.

Linnaeus, C. (1758). Systema naturae per regna tria naturae, secundum classes, ordines,
genera, species, cum characteribus, differentiis, synonymis, locis. Vol. 1, 10th ed.
Laurenti Salvii, Holmiae, 824 pp.

Ljubisavljevi¢, K., Arribas, O., Dzuki¢, G., Carranza, S. (2007). Genetic and
morphological differentiation of Mosor rock lizards, Dinarolacerta mosorensis
(Kolombatovi¢, 1886), with the description of a new species from the Prokletije
Mountain Massif (Montenegro) (Squamata: Lacertidae). Zootoca, 1613: 1-22.

Macey, J. R., Larson, A., Ananjeva, N. B., Fang, Z., Papenfuss, T. J. (1997). Two Novel
Gene Orders and the Role of Light-Strand Replication in Rearrangement of the
Vertebrate Mitochondrial Genome. Molecular Biology and Evolution, 14(1): 91-104.

Macey, J. R., Schulte, J. A., Larson, A., Tuniyev, B. S., Orlov, N., Papenfuss, T. J. (1999).
Molecular phylogenetics, tRNA evolution, and historical biogeography in anguid
lizards and related taxonomic families. Molecular phylogenetics and evolution, 12(3):
250-272.

Macholan, M., Munclinger, P., Sugerkova, M., Dufkova, P., Bimova, B., Bozikova, E.,

Zima, J., Pidlek, J. (2007). Genetic analysis of autosomal and X-linked markers across
a mouse hybrid zone. Evolution, 4: 746-771.

-67 -



Mayer, W., Grillitsch, H., Cabela, A. (1991). Proteinelektrophoretische Untersuchungen
zur Systematik der stidgriechischen Blindschleichen (Squamata: Anguidae: Anguis).
Herpetozoa, 4(3/4): 157-165.

Mayer, W., Richter, K., Kammel, W. (1990). Kartierung der Herpetofauna des Beckens von
Feneos (Griechenland: Nord-Peloponnes). Herpetozoa, 2(3/4): 87-106.

Measey, G. J., Tolley, K. A. (2013). A molecular phylogeny for sub-Saharan
amphisbaenians. African Journal of Herpetology, 62(2): 100—108.

Mertens, R., Miiller, L. (1928). Liste der Amphibien und Reptilien Europas. Abhandlungen
der Senckenbergischen Naturforschenden Gesellschaft. Frankfurt am Main 41. 62 pp.

Mertens, R., Wermuth, H. (1960). Die Amphibien und Reptilien Europas. Frankfurt am
Main: W. Kramer, 264 pp.

Mezzasalma, M., Guarino, F. M., Aprea, G., Petraccioli, A., Crottini, A., Odierna, G.
(2013). Karyological evidence for diversification of Italian slow worm populations
(Squamata, Anguidae). Comparative Cytogenetics, 7(3): 217-227.

Monsen, K. J., Blouin, M. S. (2003). Genetic structure in a montane ranid frog: restricted
gene flow and nuclear — mitochondrial discordance. Molecular Ecology, (12): 3275—
3286.

Moravec, J. (1997). Anguis fragilis LINNAEUS, 1758. pp 78 - 79. In P. Necas, D. Modry,
& V. Zavadil (Ed.), Czech recent and fossil amphibians and reptiles. An atlas and field
guide. Frankfurt am Main: Edition Chimaira, 94 pp.

Moravec, J. (2015). Celed’ Anguidae - slepysoviti. 235 pp. In J. Moravec (Ed.), Fauna CR,
Plazi — Reptilia. Praha: Academia, 531 pp.

Moravec, J., Gvozdik, V. (2015a). Anguis colchica (Nordmann, 1840) - slepys vychodni.
262 - 275 pp. In J. Moravec (Ed.), Fauna CR, Plazi — Reptilia. Praha: Academia, 531

pp.

Moravec, J., Gvozdik, V. (2015b). Rod Anguis LINNAEUS, 1758 - slepys. 263 pp. In J.
Moravec (Ed.), Fauna CR, Plazi — Reptilia. Praha: Academia, 531 pp.

Nguyen, T. Q., Bohme, W., Nguyen, T. T., Le, Q. K., Pahl, K. R., Haus, T., Ziegler, T.
(2011). Review of the genus Dopasia Gray, 1853 (Squamata: Anguidae) in the
Indochina subregion. Zootaxa, (2894): 58—68.

Page, R. D. M., Holmes, E. C. (1998). Molecular Evolution: A Phylogenetic Approach.
Oxford, UK: Blackwell Publishing Ltd., 352 pp.

Pancisin, L., Jandzik, D., Klembara, J. (2002). Usporiadanie a morfologia osteodermalnych
Stitkov slepucha lamavého (Anguis fragilis). 88-89 pp. In J. Bryja & J. Zukal (Ed.),
Zoologické dny Brno, Abstrakta referati z konference 14.-15. tinora 2002. Brno:
Ustav biologie obratlovett AV CR, 191 pp.

- 68 -



Pellegrino, K. C. M., Rodrigues, M. T., Harris, D. J., Yonenaga-Yassuda, Y., Sites, J. W.
(2011). Molecular phylogeny, biogeography and insights into the origin of
parthenogenesis in the Neotropical genus Leposoma (Squamata: Gymnophthalmidae):
Ancient links between the Atlantic Forest and Amazonia. Molecular Phylogenetics and
Evolution, 61: 446-459.

Pellegrino, K. C. M., Rodrigues, M. T., Yonenaga-Yassuda, Y., Sites, J. W. J. (2001). A
molecular perspective on the evolution of microteiid lizards (Squamata,

Gymnophthalmidae), and a new classification for the family. Biological Journal of the
Linnean Society, 74: 315-338.

Petzold, H.-G. (1971). Blindschleiche und Scheltopusik. Die Familie Anguidae. Wittenberg
Lutherstadt: Die Neue Brehm-Biicherei, Vol. 448. A.Ziemsen Verlag, 102 pp.

Platenberg, R. J., Griffiths, R. A. (1999). Translocation of slow-worms (Anguis fragilis) as
a mitigation strategy: a case study from south-east England. Biological Conservation,
90(2): 125-132.

Pyron, R. A., Burbrink, F. T., Wiens, J. J. (2013). A phylogeny and revised classification of
Squamata, including 4161 species of lizards and snakes. BMC Evolutionary Biology,
13: 1-53.

Ramos-Onsins, S. E., Rozas, J. (2002). Statistical properties of new neutrality tests against
population growth. Molecular Biology and Evolution, 19: 2092-2100.

Rocek, Z. (1984). Lizards (Reptilia: Sauria) from the Lower Miocene locality Dolnice
(Bohemia, Czechoslovakia). Rozpravy Ceskoslovenské akademie vé&d, ftada
matematickych a pfirodnich véd1, 94(1): 1-69.

Rocek, Z. (2002). Historie obratlovcl: Evoluce, fylogeneze, systém. Praha: Academia, 512
pp.

Rogers, A. R., Harpending, H. (1992). Population growth makes waves in the distribution
of pairwise genetic differences. Molecular Biology and Evolution, 9: 552-569.

Rokas, A., Ladoukakis, E., Zouros, E. (2003). Animal mitochondrial DNA recombination
revisited. Trends in Ecology and Evolution, 18(8): 411-417.

Rozas, J., Sanchez-DelBarrio, J., Messeguer, X., Rozas, R. (2005). DNASP, DNA
polymorphism analyses by the coalescent and other methods. Bioinformatics, 19:
2496-2497.

Rozinek, K. Jr., Zavadil, V., Mikdtova, B. (2001). Slepys kiehky - Anguis fragilis
LINNAEUS, 1758. 82 - 101 pp. In B. Mikatova, M. Vlasin, & V. Zavadil (Ed.), Atlas
rozifeni plazi v Ceské republice. Brno, Praha: Agentura ochrany piirody a krajiny
Ceské republiky, 257 pp.

Saint, K. M., Austin, C. C., Donnellan, S., Hutchinson, M. N. (1998). C-mos, A Nuclear
Marker Useful for Squamate Phylogenetic Analysis. Molecular phylogenetics and
evolution, 10(2): 259-263.

-69 -



Shao, R., Nutu, M., Weijdegard, B., Egecioglu, E., Fernandez-Rodriguez, J., Tallet, E.,
Goffin, V., Ling, C., Billig, H. (2008). Differences in prolactin receptor (PRLR) in
mouse and human fallopian tubes: Evidence for multiple regulatory mechanisms
controlling PRLR isoform expression in mice. Biology of reproduction, 79: 748—757.

Schatz, D. G., Oettinger, M. A., Baltimore, D. (1989). The V(D)J Recombination
Activating Gene, RAG-1. Cell, 59: 1035-1048.

Schennink, A., Trott, J. F., Manjarin, R., Lemay, D. G., Freking, B. A., Hovey, R. C.
(2014). Comparative genomics reveals tissue-specific regulation of prolactin receptor
gene expression. Journal of Molecular Endocrinology, 54(1): 1-15.

Schmidt, F. W. (1789). Ueber die Bohmischen Schlangenarten. In Abhandlungen der
Bohmischen Gesellschaft der Wissenschaften in Prag. Prag und Dresden, 81-106 pp.

Schmitt, T. (2007). Molecular biogeography of Europe: Pleistocene cycles and postglacial
trends. Frontiers in Zoology, 4(11): 1-13.

Schmitt, T., Varga, Z. (2012). Extra-Mediterranean refugia: the rule and not the exception?
Frontiers in Zoology, 9,: 22.

Schneider, S., Excoffier, L. (1999). Estimation of past demographic parameters from the
distribution of pairwise differences when the mutation rates very among sites:
Application to human mitochondrial DNA. Genetics, 3: 1079-1089.

Slowinski, J. B., Lawson, R. (2002). Snake phylogeny: Evidence from nuclear and
mitochondrial genes. Molecular Phylogenetics and Evolution, 24: 194-202.

Sos, T. (2010). Evaluating the accuracy of morphological traits used in Anguis (sub)species
differentiation. Herpetologica Romanica, 4: 29-44.

Stephens, M., Scheet, P. (2005). Accounting for decay of linkage disequilibrium in
haplotype inference and missing data imputation. American Journal of Human
Genetics, 76: 449-462.

Stephens, M., Smith, N. J., Donnelly, P. (2001). A new statistical method for haplotype
reconstruction from population data. American Journal of Human Genetics, 68: 978—
989.

Strzata, T., Grochowalska, R., Najbar, B., Crottini, A., Kosowska, B., Jablonski, D.
(2017a). Complete mitochondrial genome of the Italian slow-worm Anguis veronensis
Pollini, 1818, and its comparison with mitogenomes of other Anguis species.
Mitochondrial DNA Part B, 2(1): 71-72.

Strzata, T., Grochowalska, R., Najbar, B., Mikuli¢ek, P., Jandzik, D., Lymberakis, P.,
Jablonski, D. (2016). Complete mitochondrial genome of the endemic legless lizard
Anguis cephallonica Werner, 1894 and its comparison with mitogenome of Anguis
fragilis Linnaeus, 1758. Mitochondrial DNA: Resources, Part B, 1: 1-3.

-70 -



Strzata, T., Grochowalska, R., Najbar, B., Najbar, A., Jablonski, D. (2017b). Complete
mitochondrial genome of the Eastern slow worm, Anguis colchica (Nordmann, 1840).
Mitochondrial DNA Part B, 2(1): 67-68.

Stugren, B., Fuhn, 1. E., Popovici, N. (1962). Untersuchungen iiber die Systematik der
Blindschleiche (Anguis fragilis L.) in Ruménien. Zoologische Anzeiger, 169(11-12):
460—463.

Szabo, K., Voros, J. (2014). Distribution and hybridization of Anguis fragilis and A.
colchica in Hungary. Amphibia-Reptilia, 35: 135-140.

Stépanek, O. (1937). Anguis fragilis peloponnesiacus n. ssp. Zoologischer Anzeiger, 118:
107-110.

Taanman, J. W. (1999). The mitochondrial genome: structure, transcription, translation and
replication. Biochimica et Biophysica Acta, 1410: 103—123.

Tajima, F. (1989). Statistical method for testing the neutral mutation hypothesis by DNA
polymorphism. Genetics, 123(3): 585-595.

Tempfer, P. M. (2005). The Herpetofauna (Amphibia: Caudata, Anura; Reptilia:
Scleroglossa) of the Upper Miocene Locality Kohfidisch (Burgenland, Austria).
Beitrdge zur Paldontologie, 29: 145-253.

Thanou, E., Giokas, S., Kornilios, P. (2014). Phylogeography and genetic structure of the
slow worms Anguis cephallonica and Anguis graeca (Squamata: Anguidae) from the
southern Balkan Peninsula. Amphibia-Reptilia, 35: 263-269.

Thompson, J. D., Higgins, D. G., Gibson, T. J. (1994). CLUSTAL W: improving the
sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting,
position - specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic acids research,
4673-4680.

Tolley, K. a, Townsend, T. M., Vences, M. (2013). Large-scale phylogeny of chameleons
suggests African origins and Eocene diversification. Proceedings. Biological sciences /
The Royal Society, 280: 1-8.

Townsend, T. M., Alegre, R. E., Kelley, S. T., Wiens, J. J., Reeder, T. W. (2008). Rapid
development of multiple nuclear loci for phylogenetic analysis using genomic
resources: An example from squamate reptiles. Molecular Phylogenetics and
Evolution, 47: 129-142.

Townsend, T. M., Larson, A., Louis, E., Macey, J. R. (2004). Molecular Phylogenetics of
Squamata: The Position of Snakes, Amphisbaenians, and Dibamids, and the Root of
the Squamate Tree. Systematic Biology, 53(5): 735-757.

Tsaousis, A. D., Martin, D. P., Ladoukakis, E. D., Posada, D., Zouros, E. (2005).

Widespread recombination in published animal mtDNA sequences. Molecular Biology
and Evolution, 22(4): 925-933.

-71 -



Turelli, M., Moyle, L. G. (2007). Asymmetric postmating isolation: Darwin’s corollary to
Haldane’s Rule. Genetics, 176: 1059—-1088.

Ursenbacher, S., Carlsson, M., Helfer, V., Tegelstrom, H., Fumagalli, L. (2006).
Phylogeography and Pleistocene refugia of the adder (Vipera berus) as inferred from
mitochondrial DNA sequence data. Molecular ecology, 15(11): 3425-37.

Vences, M. (1993). Beobachtungen an einer isolierten Population der Blindschleiche
Anguis fragilis (Reptilia: Anguidae) in Nordwestspanien. Salamandra, 29(3/4): 265—
268.

Vidal, N., Delmas, A. S., David, P., Cruaud, C., Couloux, A., Hedges, S. B. (2007). The
phylogeny and classification of caenophidian snakes inferred from seven nuclear
protein-coding genes. Comptes Rendus Biologies, 330(2): 182—187.

Vidal, N., Hedges, S. B. (2004). Molecular evidence for a terrestrial origin of snakes.
Proceedings of The Royal Society B: Biological Sciences, (271): 226-229.

Vidal, N., Hedges, S. B. (2005). The phylogeny of squamate reptiles (lizards, snakes, and
amphisbaenians) inferred from nine nuclear protein-coding genes. Comptes Rendus
Biologies, 328: 1000-1008.

Vitt, L. J., Caldwell, J. P. (2014). Herpetology: An Introductory Biology of Amphibians
and Reptiles (4th ed.). Academic Press, Elsevier, Amsterdam - Tokyo, i - xiv + 757 pp.

Walter, M. (1997). Structural biology of cytokines, their receptors, and signaling
complexes: implications for the immune and neuroendocrine circuit. Chemical
immunology, 69: 76-98.

Wermuth, H. (1950). Variationsstatistische Untersuchung der Rassen- und
Geschlechtsmerkmale bei der Blindschleiche (Anguis fragilis Linné). Deutsche
Zoologische Zeitschrift, 1: 81-121.

Wiens, J. J., Hutter, C. R., Mulcahy, D. G., Noonan, B. P., Townsend, T. M., Sites, J. W.,
Reeder, T. W. (2012). Resolving the phylogeny of lizards and snakes (Squamata) with
extensive sampling of genes and species. Biology Letters Phylogeny, 8: 1043—1046.

Wolstenholme, D. R. (1992). Animal mitochondrial DNA: structure and evolution.
Mitochondrial Genomes. International Review of Cytology, 141: 173-216.

Zylberberg, L., Castanet, J. (1985). New data on the structure and the growth of the

osteoderms in the reptile Anguis fragilis L. (Anguidae, Squamata). Journal of
Morphology, 186(3): 327-342.

-72 -



8 PRILOHY

Piiloha 1. Genotypové zatazeni jedinci Anguis spp. na zdklad€ analyzy fragmentt

mitochondridlniho genu ND2 a jadernych gentt PRLR a RAGI, spolu s ptehledem lokalit

nalezl jednotlivych vzorkt.

CR — Ceské republika, SR — Slovenska republika, * jedinci analyzovani v praci
Gvozdik et al. (2010) na mitochondrialni gen ND2, ** jedinci analyzovani v praci Gvozdik

et al. (2010) na jaderny gen PRLR, haplotypy typické pro 4. fragilis — Cervena, haplotypy

typické pro A. colchica — zelena, kombinovany genotyp — Seda.
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D ) ) Koordinaty Haplotyp
Vzorku Taxon Stat Lokalita
N E ND2 RAGI1 PRLR
A010 Anguis fragilis CR | Povrly 50,67 14,18 fl AO010Ra Pf4dn
A014 CR | Straz nad Ohti 50,34 13,06 f1 AO010Ra Pf3 / Pf4n
A034 SR | Rusovce 48,05 17,15 f1 AO10Ra Pfl
A046 CR | Zhoi 49,08 13,57 fl A010Ra Pf3 / Pf4n
A060 CR | Kokotinsky Diil 50,43 14,58 f1 AO010Ra Pf3
A068 CR | Mikulov 48,82 16,62 f1 A010Ra Pfl / Pf4n
A071 CR | Rosovice 49,79 14,09 A071IN AO010Ra Pfl /Pf3
A08Q*/** CR | Rantifov 49,41 15,52 f1 AO010Ra Pfl
A096 CR | Strasice 49,70 13,81 f1 A010Ra Pfl / Pf4n
A102 CR | Vlagim 49,70 14,38 f1 AO010Ra Pfl / Pf4n
A123%/** SR | Bratislava 48,15 17,07 fl AO010Ra Pf3
Al63 CR | Uhtingves 50,02 14,61 f1 AO10Ra Pfl / Pf3
A166 CR | Popice 48,83 15,99 A166N AO010Ra Pfl /Pf3
Al76 CR | Zlata Koruna 48,85 14,37 fl A010Ra Pfl / Pf3
Al189 CR | Nedvézi 49,63 16,28 f1 AO010Ra Pfl
A196 SR | Devin 48,17 16,99 f1 AO010Ra Pfl
A215 CR | Dolni Houzovec 49,97 16,47 fl AO010Ra / A215Rb Pfl
A233 CR | Bozetiov 49,84 16,83 f1 AO010Ra Pfl
A304 CR | Babice nad Svitavou 49,28 16,73 fl A010Ra Pfl
A308 CR | Bukovina 4929 16,81 fl AO10Ra Pfl
A378 SR | Borsky Mikulas 48,52 17,18 f1 AO010Ra Pfl
A403 CR | Busovice 49,78 13,53 fl AO10Ra Pfl
A457 CR | Budislav 49,81 16,16 A457N AO010Ra Pfl / Pf4n
A488 SR | Rusovce 48,05 17,15 f1 AO010Ra Pfl
A282 CR | Set 49,52 16,89 fl AO10Ra -
A326 CR | Datice - Toutin 49,08 15,42 f1 AO010Ra -
A338 SR | Bratislava 48,16 17,06 il AO010Ra -
A506 SR | Jakubovské rybniky 48,42 16,98 f1 A010Ra -
A508 CR | Pouzdiany 48,92 16,62 f1 AO010Ra -
A509 CR | Pasohlavky 48,91 16,59 fl AO10Ra -
A0 */** CR | Straz nad Ohti 50,33 13,10 f1 - Pf3 / Pf4n
A100%* CR | Mala Skéla 50,63 15,18 f1 - Pfl / Pf3
A190 CR | Jesenik 50,23 17,20 fl - Pfl
A209 CR | PP Bobrava 49,10 16,59 f1 - Pfl / Pf3
A219 CR | Zeleznice 50,49 15,37 fl - Pf3
A236 SR | Male Karpaty 48,41 17,20 fl - Pf3
A309 CR | Racice-Pistovice 49,29 16,38 f1 - Pfl / Pf3
435 SR | Dubravka 48,19 17,02 il - -
436 SR | Devinska Kobyla 48,19 17,00 f1 - -
450 SR | Devinska Kobyla 48,19 17,00 f1 - -
547 SR | Lama¢ 48,19 17,06 fl - -
728 SR | Devinska Kobyla 48,20 16,98 f1 - -
914 CR | Drazovice 49,23 13,60 il - -
1054 CR | Studenec 49,22 16,06 f1 - -
1107 CR | Kdyng 49,39 13,04 fl - -
1319 SR | Zelezna Studnicka 48,19 17,08 fl - -
1320 SR | Zelezna Studnitka 48,19 17,08 f1 - -
1321 SR | Zelezna Studnitka 48,19 17,08 f1 - -
1322 SR | Zelezna Studnicka 48,19 17,08 fl - -
1324 SR | Zelezna Studnitka 48,19 17,08 f1 - -
1328 SR | Zelezna Studnicka 48,21 17,09 fl - -
1397 SR | Bratislava, Pe¢novsky Les 48,14 17,08 fl - -
1420 SR | Bratislava, Pecniovsky Les 48,14 17,08 fl - -
1423 SR | Bratislava, Pe¢novsky Les 48,14 17,08 fl - -
1710 CR | Straz nad Ohti 50,34 13,05 f1 - -
1718 CR | Susice 49,22 13,51 f1 - -




1722
2004
2576
2584
2585

2586
2587
2592
2599
2604
2858
2859
2860
2861

2862
2880
2884
2885

2888
3026
3072
3074
3076
3077
3198
3338
3339
3591

3592
3593

3594
3595
3596
3628
3658
3659
3660
3661

3692
3725
3916
3917
3922
3923
3926
4105
4125
4126
4127
4416
4482
4483
4486
4515
4543
4544
4546
4547
4549
4550
4551

4559
4561

4562
4563
A006
A007
AO011
A013
AO015
A021
A055
A058
A061
A062
A069
A081
A082
A097
A101
A104
Al12
Al13
All4

Kamzik

Velky Haj

Vysoka pri Morave
Devin

Devin

Devin

Bratislava, Dubravka
Na Placht¢, Hradec Kralové
Semicka hiira

Vysoka pri Morave
Bratislava, Karlova Ves
Bratislava, Mlynska dolina
Bratislava, Dubravsky les
Bratislava, Mlynska dolina
Sajdikove Humence
Devét Mlynta

Rokytnik

Sokoli vrch

Lovos

Bratislava, Dubravka
Staré Mésto nad Metuji
Staré Mésto nad Metuji
Staré Mésto nad Metuji
Staré Mésto nad Metuji
Bratislava, Dubravka
Mikul¢ice

Lanzhot

Lednice

Charvatska Nova Ves
Dukovany

Hnanice

Cizov

Rejviz

Bratislava, Petrzalka
Bratislava, Z. Studienka
Bratislava, Z. Studienka
Bratislava, Z. Studienka
Bratislava, Z. Studienka
Horni Hrad

Bratislava, Z. Studienka
Doudleby

Valdstejn

Rusovce

Rusovce

Bratislava, Karlova Ves
Rusovce

Bratislava , Karlova Ves
Devin

Devin

Bratislava , Karlova Ves
Bratislava, Karlova Ves
Bratislava, Karlova Ves
Vraz u Pisku

Kopac

Bratislava, Z. Studienka
Bratislava, Z. Studienka
Kopac

Kopac

Kopac

Kopac

Kamzik

Borinka

Borinka

Borinka

Borinka

Konéprusy

Konéprusy

Povrly

Stépanov

Komotany

Tman

Lednice

Zelizy

Harasov

Harasov

Divoka Sarka

Modfany

Podlevin

Strasice

Tuchoraz

Placy

Janovice nad Uhlavou
Bofislav

Stadice

48,18
47,86
48,33
48,19
48,18
48,18
48,18
50,19
50,16
4833
48,15
48,16
48,18
48,16
48,63
48,82
50,50
50,78
50,54
48,19
50,39
50,39
50,39
50,39
48,17
48,80
48,71
48,77
48,78
49,10
48,81
48,86
50,24
48,12
48,19
48,19
48,19
48,19
50,35
48,18
48,90
50,01
48,06
48,06
48,17
48,06
48,16
48,18
48,18
48,15
48,16
48,16
49,40
48,07
48,18
48,19
48,10
48,09
48,09
48,11
48,18
48,26
48,24
48,24
48,24
49,90
49,90
50,67
50,53
49,98
49,90
48,80
50,42
50,42
50,42
49,78
50,00
50,52
49,70
50,03
49,67
4935
50,58
50,62
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17,09
17,54
16,91
16,98
16,98
16,99
17,02
15,86
14,86
16,91
17,06
17,07
17,03
17,07
17,28
15,97
16,15
14,27
14,01
17,04
16,16
16,16
16,16
16,16
17,05
17,08
16,97
16,80
16,86
16,13
15,98
15,86
17,28
17,12
17,08
17,08
17,08
17,08
13,02
17,08
14,51
16,47
17,15
17,15
17,05
17,15
17,06
16,98
16,98
17,06
17,06
17,06
14,13
17,15
17,07
17,08
17,16
17,16
17,15
17,16
17,09
17,12
17,10
17,10
17,10
14,09
14,08
14,17
13,87
14,42
14,07
16,80
14,48
14,58
14,59
14,32
14,43
15,52
13,80
14,83
14,12
13,22
13,95
13,97

3661

A10IN

jm e e el




All5 CR | Cakovice 49,88 14,57 fl - -
Al44 CR | Podmoky 49,82 1543 fl - -
Al145 CR | Hudlice 49,96 13,97 fl - -
A148 CR | Dolni Biezany 4996 14,45 fl - -
A152 CR | Chiiby 49,17 17,33 A152N - -
Al61 CR | Jested 50,73 14,98 fl - -
Al62 CR | Praha, Kunraticky les 50,02 14,47 fl - -
Al64 CR | Praha, Michelsky les 50,03 14,47 fl - -
A165 CR | Praha, Ujezd 50,00 14,54 fl - -
A167 CR | Popice 4883 1598 fl - -
A168 CR | Lib&chov 50,41 14,44 fl - -
A169 CR | Dévét mlyni 4881 1597 fl - -
A170 CR | Slechtin u Zbraslavic 49,79 15,22 fl - -
Al74 CR | Malé Piilepy 50,01 14,13 | A174N - -
A177 CR | Bilinka 50,52 14,02 fl - -
A182 CR | Branna 50,15 17,01 A182N - -
A183 CR | Brann 50,15 17,00 | A182N - -
Al184 CR | Vikantice 50,13 16,98 fl - -
A185 CR | Vikantice 50,13 16,97 fl - -
A186 CR | Vikantice 50,12 16,96 fl - -
A187 CR | Vikantice 50,12 16,96 fl - -
A191 CR | Ritka 49,90 14,28 A19IN - -
A195 SR | Studienka 4852 17,14 fl - -
A207 CR | Zlaté Hory 5022 17,39 fl - -
A214 CR | Sumperk 4998 16,98 fl - -
A218 CR | Petrohrad 50,12 13,44 fl - -
A267 CR | Palava - Dévin 48,87 16,65 fl - -
A274 CR | Nové Mlyny 49,73 17,01 fl - -
A277 CR | Bélkovice 49,69 17,36 fl - -
A281 CR | Se¢ 49,52 16,90 fl - -
A285 CR | Niva 4944 16,87 fl - -
A286 CR | Niva 4943 16,87 fl - -
A288 CR | VU Biezina 4944 16,94 fl - -
A295 CR | Petrov nad Desnou 50,00 17,03 il - -
A299 CR | Ondiejov 49,89 17,26 fl - -
A311 CR | Racice-Pistovice 49,31 16,87 il - -
A312 CR | Podomi 49,35 16,82 fl - -
A317 CR | Olgany 4927 16,85 fl - -
A319 CR | Sanov 50,05 16,76 fl - -
A320 CR | Lichkov 50,10 16,64 | A182N - -
A322 CR | Ochoz 4927 16,78 fl - -
A323 CR | Olany 4925 16,82 fl - -
A324 CR | Hosténice 4923 16,79 fl - -
A328 CR | Bukovinka 4928 16,80 Abal2 - -
A329 CR | Ratice 4928 16,84 | A329N - -
A330 CR | Olsany 4925 16,82 fl - -
A331 CR | Olany 4925 16,82 fl - -
A332 CR | Olsany 4925 16,82 fl - -
A333 CR | Hosténice 4924 16,81 fl - -
A336 CR | Jozefiiv Dil 50,78 15,23 | A336N - -
A337 CR | Velké Hamry 50,72 1532 | A337N - -
A352 CR | Hrachov 49,66 14,30 fl - -
A356 CR | Moktice 49,58 14,28 fl - -
A361 CR | PiiSimasy 50,05 14,76 fl - -
A366 CR | Skala u Havlickova Brodu | 49,55 15,43 fl - -
A393 SR | Gabé¢ikovsky park 4782 17,59 fl - -
A402 CR | Obrok 50,56 14,45 fl - -
A412 CR | Machov 50,50 16,27 fl - -
A414 CR | Strazkovice 50,53 16,07 fl - -
A415 CR Béloves - Kasparak 50,43 16,19 fl - -
A417 CR | Hlaviiov 50,55 16,25 fl - -
A418 CR | Bohdasin 50,59 16,20 fl - -
A429 CR | Vidnava 50,37 17,19 fl - -
A431 CR | Libicky luh 50,13 15,14 fl - -
A459 CR | Ochoz 49,60 16,92 fl - -
A464 CR | Ligen 4921 16,70 | A464N - -
A465 CR | Piitluky 4885 16,78 fl - -
A494 SR | Jursky Sur 4823 17,21 fl - -
A002 Anguis colchica CR | Karolinka 49,35 18,23 A002N A002Ra Pcl
A009 CR | Stramberk 49,58 18,10 c3 A002Ra / AOO9Rb Pcl
A016%/%* CR | Stramberk 49,58 18,10 c3 A002Ra / AOO9Rb Pcl
A019 CR | Hukvaldy 49,63 18,23 cl A002Ra Pcl
A032% CR | Hostgtin 49,05 17,88 cl A002Ra Pcl
A042 SR | Inovce 48,83 22,37 @l AO002Ra Pcl
A099 CR | Ostravice 49,52 1838 cl A002Ra / AO37Rb Pcl
Al122 SR | pod Rozsutcom 49,23 19,12 cl A002Ra Pcl
Al124%/%% SR | Rovné 4892 18,95 cl A002Ra / AO37Rb Pcl
A130 SR | Blatnicka dolina 4893 19,01 A130N | A002Ra/A037Rb Pcl
Al35 CR | Oldfichovice 49,63 18,65 cl A002Ra Pcl
A138 CR | Spalené 50,15 17,45 cl A002Ra Pcl
Al51 CR | Kominky 49,18 1737 cl A002Ra Pcl
Al181 CR | Hrabavka 49,57 17,67 cl A002Ra Pcl
A199 SR | Kosorin 48,64 18,80 cl A002Ra / AO37Rb Pcl
A200 SR | Hronsky Befadik 4834 18,55 cl A002Ra Pcl
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A208
A210
A211
A226
A229
A234
A235
A257
A263
A291
A292
A293
A315
A341
A343
A367
A368
A369
A370
A371
A376
A381
A384
A385
A386
A396
A405
A408
A409
A419
A482
A225
A228
A479

AO4#/%+
Al32
Al34
Al80
A256
A266

444
445
553
1980
2059
3113
3670
4104
A036*
A039
A040
A098
Al19
A120
Al21
Al126
Al27
Al128
Al129
Al31
Al33
Al136
Al42
Al43
A150
A212
A227
A250
A251
A252
A253
A254
A255
A264
A265
A300
A345
A347
A395
A397
A398
A406
A407
A420

Otice

Ostrava

Hlubocec
Emauzy
Mankovice
Vrbovce
Stiavnické Vrchy
Hyncice
Stramberk
Kamenica nad Hronom
Ipel'ské Predmostie
Klenany
BudiSovice
Kosorin
Turzovka
Hostynské vrchy
Hostynské vrchy
Hostynské vrchy
Hostynské vrchy
Hostynské vrchy
Kamenica nad Hronom
Stara Tura

Bila

Ostravice
Celadna
Hukvaldy
Bystficka

Makyta
Vendryné

Grui pod Velkou Javorinou
Chomyz
Partutovice
Mankovice
Chomyz
Chlmecka skalka
Svetlice

Rokytov pri Humennom
Hrabuivka
Volarna
Stramberk

NP Pieniny

NP Pieniny
Kvetnica
Trencianské Teplice
Halenkov

Uhorna
Maslovenka
Vlkolinec

Sutiava

Ziar

Ziar

Javorovy vrch
Stefanova

dolina Bystricka
pod Rozsutcom
Lutise

Lysica

Bela

Bela

Svetlice

Svetlice

Ttinec

Tisovec

Tisovec

Zlutava

Hlubocec
Mankovice
Karlova Studanka
Karlova Studanka
Svétla Hora

Nové Valtetice
Nové Valtetice
Dédrichov nad Bysttici
Stramberk
Stramberk
Litultovice
Stramberk
Stramberk
Hukvaldy
Hukvaldy
Kuncice pod Ondiejnikem
Velké Karlovice
Velké Karlovice
Vyskovec

49,91
49,81
49,83
49,62
49,64
48,82
48,40
49,63
49,58
47,83
48,08
48,12
49,87
48,66
49,40
4938
49,38
49,38
49,37
49,37
47,83
48,85
49 44
49,54
49,55
49,63
49,42
49,27
49,67
48,90
50,10
49,65
49,64
50,11
48,88
49,17
49,12
49,57
49,88
49,58
49,41
49,39
49,02
48,90
49,32
48,71
49,47
49,04
49,03
49,13
49,12
49,60
4923
4921
4923
49,26
4925
49,24
4924
49,17
49,17
49,68
48,70
48,70
49,20
49,83
49,64
50,06
50,07
50,04
49,86
49,85
49,85
49,58
49,58
49,88
49,59
49,59
49,62
49,62
49,55
4938
49,38
48,94
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17.86
18,19
17,98
17,82
17,87
17,45
18,75
17,83
18,10
18,73
19,07
19,07
18,03
18,81
18,61
17,71
17,70
17,70
17,70
17,70
18,70
17,68
18,45
18,40
18,34
18,23
17,95
18,17
18,75
17,79
17,66
17,71
17.85
17,66
21,93
22,03
21,98
17,68
17,47
18,10
20,47
20,43
20,28
18,17
18,14
20,66
18,64
19,27
20,08
19,69
19,67
18,63
19,07
19,12
19,11
18,95
18,93
18,96
18,95
22,04
22,02
18,70
19,95
19,94
17,44
17,99
17,87
17,34
17,36
17,38
17,47
17,47
17,38
18,10
18,10
17,73
18,12
18,12
18,22
18,22
18,29
18,32
18,31
17,85

A002Ra / AO37Rb
A002Ra
A002Ra
A002Ra
A002Ra
A002Ra
A002Ra
A002Ra
A002Ra

A002Ra / AO37Rb

A002Ra / AO37Rb
A002Ra

A002Ra / AO37Rb
A002Ra

A002Ra / AO37Rb
A002Ra
A002Ra
A002Ra
A002Ra

A002Ra / AO37Rb

A002Ra / AO37Rb

A002Ra / AO37Rb

A002Ra / AO37Rb

A002Ra / AO37Rb
A002Ra
A002Ra
A002Ra

A002Ra / AO37Rb
A002Ra
A002Ra
A002Ra
A002Ra

A002Ra / AO37Rb
A002Ra

Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl

Pcl




A421 CR | Grai pod Velkou Javofinou | 48,89 17,75 cl - -
A422 CR | Kurovice 49,27 17,52 cl - -
A423 CR | Uhersky brod 49,02 17,67 cl - -
A424 CR | Slusovice 49,25 17,80 cl - -
A471 CR | Ostravice 49,54 18,40 cl - -
A472 CR | Ostravice 49,54 18,40 cl - -
A473 CR | Ostravice 49,54 18,40 cl - -
A476 CR | Krasov 50,09 17,55 cl - -
A477 CR | Pradéd 50,08 17,23 A208N - -
A478 CR | Cvilin 50,08 17,73 cl - -
A481 CR | Krnov 50,07 17,74 cl - -
Hybrid
A416 | fragilis - colchica - CR | Studnice u Jivky 50,42 16,09 A416N AO010Ra Pcl/Pvl
veronensis
A033 Hybrid SR | Os¢adnica 49,43 18,38 c4 A002Ra Pvl
A037 colchica - veronensis | SR | Ziar 49,13 19,68 A037N A002Ra / A0O37Rb | Pcl/Pvl
A038 SR | Ziar 49,13 19,67 A037N A002Ra / AO37Rb | Pcl/Pvl
Al125 SR | Lutise 49,26 18,96 cl A002Ra Pcl /Pvl
A387 CR | Kun¢ice pod Ondiejnikem 49,54 18,29 cl A002Ra Pcl /Pvl
A301 CR | Litultovice 49,88 17,74 cl - Pcl /Pvl
A047* | Hybrid CR | Nové Udoli 48,83 13,80 f1 AO010Ra Pcl /Pf3
A056 | fragilis - colchica CR | Nejdek 48,82 16,78 fl AO010Ra Pcl / Pfl
A057* CR | Nejdek 48,82 16,77 f1 AO010Ra Pcl / Pfl
A072 CR | Rosovice 49,78 14,08 f1 AO010Ra Pcl / Pfl
Al75 CR | Petiikov 50,19 17,05 3709 AO10Ra Pcl /Pf3
Al179 CR | Svitavy 49,74 16,50 f1 AO010Ra Pcl / Pfl
A193 SR | Velky Drazdiak 48,10 17,11 fl A010Ra Pcl / Pf3
A201 SR | Malacky 48,45 17,07 A20IN AO010Ra Pcl / Pfl
A203 SR | Jakubovské rybniky 48,41 16,95 f1 AO010Ra Pcl /Pf3
A217 CR | Dolni Vltavice 48,69 14,08 A217N AO010Ra Pcl / Pfan
A231 CR | Vapena 50,29 17,11 f1 AO010Ra Pcl / Pf4n
A232 CR | Cenkovice 50,01 16,70 f1 AO010Ra Pcl / Pfl
A245 CR | Cervena voda 50,05 16,72 fl AO10Ra Pcl/Pf3
A272 CR | Budétsko 49,59 16,92 f1 AO010Ra Pcl / Pfl
A278 CR | Jesenik 50,24 17,23 fl A010Ra Pcl / Pfl
A279 CR | Hiebet 49,77 16,60 fl AO010Ra Pcl / Pfl
A296 CR | Skiitek 49,99 17,15 f1 AO010Ra Pcl / Pfl
A302 CR | Biezina 49,28 16,74 fl A010Ra Pcl / Pfl
A303 CR | Babice nad Svitavou 49,28 16,69 f1 AO010Ra Pcl / Pfl
A306 CR | Bukovinka 49,29 16,81 A306N AO010Ra Pcl / Pfl
A310 CR | Racice-Pistovice 49,30 16,87 fl AO010Ra Pcl / Pf3
A314 CR | Jedovnice 49,33 16,74 f1 AO010Ra Pcl / Pfl
A316 CR Olsany 49,26 16,84 fl A010Ra Pcl / Pfl
A321 CR | Mladkov 50,10 16,63 fl AO010Ra Pcl /Pf3
A325 CR | Lednice 48,80 16,81 f1 AO010Ra Pcl / Pf4n
A334 CR | Ochoz 49,25 16,74 fl A010Ra Pcl / Pf4n
A373 SR | Malacky 48,49 17,10 f1 AO010Ra Pcl /Pf3
A377 SR | Zohor 48,33 16,98 f1 AO010Ra Pcl / Pf4n
A382 SR | Pezinska Baba 48,35 17,19 f1 AO010Ra / A382Rb | Pcl/Pf3
A392 SR | Gabcikovsky park 47,85 17,61 f1 AO010Ra Pcl / Pf4n
A411 CR | Jinosov 49,23 16,19 il AO10Ra Pcl / Pfan
A413 CR | Hlaviiov 50,56 16,26 f1 AO010Ra Pcl /Pf3
Ad444 CR | Jitetin pod Jedlovou 50,86 14,57 f1 AO010Ra Pcl / Pfl
A475 CR | Potoéna 49,04 15,10 f1 A010Ra Pcl / Pfl
A501 SR | Kopac 48,10 17,16 f1 AO010Ra Pcl / Pfl
A271 CR | Olbramice 49,61 17,01 A271IN AO010Ra Pcl
A188 CR | Hanusovice 50,09 16,94 f1 A002Ra / AO10Ra Pfl
A202 SR | Limbach 48,29 17,22 A202N A002Ra / AO10Ra Pfl
A374 SR | Lab 48,37 16,98 f1 A002Ra / AO10Ra Pfl
A489 SR | Svity Jur 48,26 17,15 f1 A002Ra / AO10Ra Pfl
A157 CR | Tynec 48,78 17,01 A157N A002Ra / AO10Ra Pcl
A083 CR | Hefmanovice 50,20 17,40 il AO002Ra/ AOI10Ra | Pcl/Pfl
A269 CR | Kadeftin - Bouzov 49,67 16,38 f1 AO002Ra/ AO10Ra | Pcl /Pfl
A287 CR | VU Brezina 49,43 16,92 f1 A002Ra/ AO10Ra | Pcl /Pfl
A342 SR | Bratislava 48,15 17,07 f1 A002Ra/ AO10Ra | Pcl/Pf3
A461 CR | Olkany 49,25 16,87 f1 A002Ra / AO10Ra -
A213 CR | Vrazné 49,62 17,86 il AO002Ra / AO37Rb | Pcl /Pfl
A003 CR | Ondiejovice 50,25 17,35 f1 A002Ra Pcl / Pfl
A327 CR | Vracov 48,98 17,20 A327N - Pcl
A197 SR | Zelezna Studienka 48,22 17,10 il - Pcl / Pfan
A273 CR | Ochoz 49,60 16,93 f1 - Pcl / Pf3
A283 CR | Protivanov 49,47 16,84 fl - Pcl / Pf3
A305 CR | Bukovina 49,30 16,78 f1 - Pcl /Pf3
A340 SR | Pezinska Baba 48,35 17,19 f1 - Pcl / Pf3
A372 CR | Bukovinka 49,29 16,82 fl - Pcl / Pfl
A375 SR | Solosnica 48,45 17,25 f1 - Pcl / Pfl
A204 CR | Budisovice 49,86 18,03 A204N A002Ra / AO10Ra Pcl
A360 CR | Bruntal 49,97 17,47 A360N A002Ra / AO10Ra -
A012 Hybrid CR | Bludov 49,95 16,93 f1 AO010Ra Pcl
Al172 | fragilis - colchica CR | Lanzhot 48,72 16,96 f1 AO10Ra Pcl
A221 f1 - Pcl CR | Libina 49,89 17,09 f1 AO010Ra Pcl
A230 CR | Vapena 50,29 17,11 f1 AO010Ra Pcl
A275 CR | Novy Dviir 49,73 17,05 f1 A010Ra Pcl
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A276
A289
A294
A307
A318
A350
A492
A493
A510
Al159
A224
A351
A297
A313
A379
A035
A198
A222

Jesenik

VU Brezina
Louc¢na nad Desnou
Bukovinka
Bukovinka
Milovice
Vrakuria
Karlova Ves
Pasohlavky
Brdo

Olsovec
Hefmanovice
Sktitek
Jedovnice
Plavecky Peter
Borinka
Vrakuria
Bedtichov

50,22
49,46
50,05
49,29
4928
48,85
48,16
48,15
48,91
49,17
49,60
50,21
49,98
4935
48,54
48,27
48,16
49,92

17,24
16,97
17,08
16,81
16,83
16,70
17,22
17,07
16,59
17,31
17,71
17,41
17,19
16,76
17,34
17,08
17,22
17,15

AO010Ra
AO010Ra
AO10Ra
AO010Ra
AO10Ra
AO10Ra
AO010Ra
AO10Ra
AO010Ra
A002Ra
A002Ra / AO37Rb
A002Ra / AO37Rb
A002Ra / AO10Ra
A002Ra / AO10Ra
A002Ra / AO10Ra

Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
Pcl
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