Astratto

I rospi fuoco-dalla pancia

Bombina di Bombina

e

Variegata di Bombina,

ibridi in un lungo,

zona stretta mantenuta da un equilibrio tra selezione e dispersione. Prese di ibridazione

metta tra gruppi locali, geneticamente resi differente. Quantificare divergenza fra

questi gruppi e ricostruisce la loro storia e la demografia, noi analizzammo variazione di nucleotide

al mitochondrial cytochrome

b

gene (1096 bp) in 364 individui da 156 luoghi

rappresentando la serie intera di ambo la specie. Tre clades distinti con sequenza alta

divergenza (

K

2

P

= 8–11%) fu distinto. Uno clade raggrupparono

Bombina di B.

haplotypes;

i due altri clades raggrupparono

Variegata di B.

haplotypes. Uno

Variegata di B.

clade inclusero solamente

Individui di Carpathian; gli altri rappresentarono

Variegata di B.

dalle parti sudoccidentali di

la sua distribuzione: L'Europa Meridionale ed Occidentale (lignaggio Balkano-occidentale), Apennines, e

le Montagne di Rhodope. La differenziazione tra il Carpathian e Balkano-occidentale

lignaggi,

K

2

P ∼

8%, divergenza di interspecific avvicinata. Divergenza profonda fra europeo

Bombina

lignaggi suggeriscono la loro origine di preglacial, ed implica da molto ed estesamente indipendente

storie evolutive della specie. Refugia glaciali e Multipli furono identificati nei bassopiani

confinando il Mare Nero, nel Carpathians, nel Balcani e nell'Apennines.

I risultati dei clade fatti il nido e le analisi demografiche suggeriscono riduzioni drastiche di

popolazione mette in ordine di grandezza durante l'ultimo periodo glaciale, e la crescita demografica e significativa riferì

alla colonizzazione di postglacial. Storia inferita, sostenuta da evidenza di fossile dimostra

quello

Bombina

serie subirono contrazioni ripetute ed espansioni. Armonia geografica

tra la morfologia, allozymes, e mtDNA mostra che episodi precedenti

dell'ibridazione di interspecific nessuno mtDNA introgression scopribile è andato via. O il

popolazioni mescolate andarono estinte, o selezione contro ibridi impedì mtDNA gene

fluisca in zone di ibrido antiche.

Parole chiavi

:

Bombina

, zone ibride, mtDNA, phylogeography, refugia di Pleistocene
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Introduzione

Cicli Multipli di contrazione di serie ed espansione

collegato ad oscillazioni climatiche era una caratteristica notabile di

la storia di Pleistocene di specie moderata e boreale

(Avise 2000; Hewitt 2004). Durante interglacials corto, il

serie che espandono di popolazioni prima isolarono in

refugia separati incontrarono e cambio genetico era possibile.

Con l'assalto del ciclo glaciale e seguente, così secondario

contatti scomparvero a latitudini più alte tramite l'estinzione

delle popolazioni coinvolte. Nel sud più mite, contatti

avrebbe potuto persistere o almeno le popolazioni coinvolsero

in loro sarebbe potuto esistere in prossimità vicina, mentre incontrando

di quando in quando in risposta a minore climatico ed ambientale

oscillazioni (Hewitt 1999, 2004).
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Le analisi di transizioni contemporanee, o zone ibride,

tra popolazione geneticamente resa differente e specie

offra l'acume in processi che hanno luogo su contatti.

Per alcun paio di taxa, genetico ed ambientale

fattori interagiscono in un modo complesso, mentre creando l'eterogeneità spaziale

delle zone ibride alle varie ubicazioni (Szymura

1993; Saetre

et al

. 1999; le viti

et al

. 2003; Bo

z

íková

et al

. 2005;

Hoskin

et al

. 2005). Questo a turno riflette l'importanza relativa

di vs endogeno. selezione di exogenous contro ibridi

lungo la zona (MacCallum

et al

. 1998; le viti

et al

. 2003;

Yanchukov

et al

. 2006), e scala geografica (Arntzen

1996). Per specie che aveva Pleistocene refugia multiplo,

le differenze genetiche tra popolazioni acquisite in quelli

refugia possono essere un importante fattore che contribuisce a questo

eterogeneità. Di conseguenza, phylogeographical particolareggiato

informazioni riguardo alla distribuzione geografica di

lignaggi genealogici, l'ammontare di presente di variazione genetico

e l'estensione di divergenza nelle varie parti della serie,

è indispensabile per unravelling la storia evolutiva di

forme che ibridano e l'origine delle loro zone ibride.

Anche se chiaramente distinse da morfologia, anatomia

ecologia, e behaviour, i rospi fuoco-dalla pancia

Bombina di Bombina

e

Variegata di Bombina

ibridi in un lungo ma stretto

suddivida in zone dovunque il loro parapatric varia si incontri alla transizione

tra bassopiani e montagne in Europa centrale

(Szymura 1993; il Fico. 1). La zona sembra essere mantenuta

da un equilibrio tra selezione e dispersione (Szymura &

Barton 1986, 1991). Introgression è limitato da endogeno

selezione che è il risultato di interazioni di epistatic negative fra

genomes divergente (Szymura & Barton 1991; Kruuk

et al

.

1999) ed exogenous, selezione habitat-dipendente contro

ibridi (Nürnberger

et al

. 1995; MacCallum

et al

. 1998).

Inoltre, le analisi di transects estesamente separato (in Polonia,

Ucraina, Romania, Slovacchia, Ungheria, Austria, e Croatia)

indichi che le strutture genetiche della zona ibrida in suo

i vari intervalli geografici differiscono sostanzialmente (Szymura

& Barton 1986, 1991; Gollmann

et al

. 1988; Szymura 1993;

Gollmann 1996; MacCallum

et al

. 1998; le viti

et al

. 2003;

Yanchukov

et al

. 2006). Allozyme (Szymura 1993, 1998) e

mitochondrial limitato DNA (il mtDNA) dati di variazione

(Szymura

et al

. 2000; Spolsky

et al

. 2006; Vörös

et al

. 2006)

mostrò che contatti locali sono stabiliti fra un più

geneticamente bassopiano di uniforme

Bombina di B.

e geneticamente

gruppi resi differente dell'altitudine più alta

Variegata di B.

.

La specie di rospo fuoco-dalla pancia europea ha larga geografico

le distribuzioni con serie mutuamente esclusive,

quale specchio caratteristiche geografiche e complesse di Centrale

L'Europa (il Fico. 1). In

Bombina di B.

, due gruppi da vicino riferiti

fu delineato da varianti di allozyme: un settentrionale,

nord di bassopiani che abita delle Montagne di Carpathian,

ed un meridionale, distribuì lungo il Danubian

piani. Questi due gruppi probabilmente l'intergrade est del

Carpathians. In

Variegata di B.

, quattro unità furono distinte

da studi di allozyme a tre di che corrispondono riconosciuti

sottospecie:

Pachypus di variegata di Bombina

dall'Apennines

in Italia (spesso considerò una specie separata; Lanza &

Vanni 1991; Canestrelli

et al

. 2006);

Scabra di variegata di Bombina

dalla Penisola balcanica; e la forma nominale,

Bombina

variegata variegata

in che fu diviso ulteriormente il

Carpathian e gruppi occidentali (Szymura 1993, 1998).

Digestione di

Bombina

molecole di mtDNA con restrizione

endonucleasi confermarono il l'essere distinto del

Bombina di B.

lignaggio. Rivelò anche una divergenza notevolmente grande

fra

V DI B.. variegata,

tra i rospi dal Carpathians

ed il resto della serie. Il haplotypes occidentale

è estremamente simile al presente di haplotypes nel balcanico

V DI B.. scabra

, è accaduto suggerendo quel trasferimento di mtDNA

tra questi due

Variegata di B.

gruppi (Szymura

et al.

2000;

Spolsky

et al

. 2006). Questi apparenti contrasti di trasferimento con

mtDNA introgression limitati dimostrarono in molto

transects attraverso

Bombina

zone ibride. Cytonuclear negativo

and/or delle interazioni per il quale dispersione femmina e bassa potrebbe incidere

questa conseguenza (Yanchukov

et al

. 2006; Hofman & Szymura 2007).

Un mtDNA serie-largo studia nell'europeo fuoco-dalla pancia

rospi sono avuti bisogno di ottenere evidentemente una prospettiva più larga.

Noi specificamente puntammo: (i) quantifichi l'estensione di

variazione di nucleotide, identifichi lignaggi materni presentano in

ogni specie, e stima le loro relazioni filogenetiche;

(l'ii) delinei serie geografiche del mitochondrial

lignaggi e regioni di punta di spillo di contatto tra loro;

(l'iii) identifichi refugia glaciale e ricostruisca i percorsi di instradamento di

nuova colonizzazione di postglacial dell'Europa; (l'iv) stimi il longterm

effetto dell'ibridazione di interspecific su lignaggio di mtDNA

specificità ed esamina discordanza di allozyme-mtDNA

in delle parti della serie di

Variegata di B.

; (v) valuti passato

cambi di taglia di popolazione in gruppi di popolazione come definito

da lignaggi di mtDNA notevoli.

Materiali e metodi

Assaggiando, l'estrazione di DNA ed ordinando in sequenza

Noi analizzammo un totale di 364 individui di

Bombina di Bombina

e

Variegata di Bombina

da 156 località che rappresentano il

serie intera di ogni specie a parte l'easternmost

serie di

Bombina di B.

(L'appendice S1, materiale Supplementare;

Fico. 1). Come outgroups, noi usammo congenere di asiatico Est:

Bombina

orientalis

,

Massimo di Bombina

e

Microdeladigitora di Bombina

.

DNA totale fu estratto da biopsie di tessuto, soprattutto

le dito del piede-punte preservarono in 96% ethanol, mentre usando il fenolo-

metodo di cloroformio. Cytochrome di Mitochondrial

b

(

cyt b

)

sequenze furono ottenute amplificando ed ordinando in sequenza poi

un frammento del 1200-bp col paio di innesco L16245 e

H17444 (Hofman & Szymura 2007) basato su un clonò

Variegata di B.

mtDNA ordinano in sequenza (Accessione di GenBank no.

AY971143). Procedure di laboratorio furono dettagliate da

Hofman & Szymura (2007). Per tutti gli individui, una sequenza di

1096 nucleotides (cominciando a codon 16) fu ottenuto.
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Fico. 1 ubicazione di Bombina che assaggia luoghi. Luce ed aree grige e scure indicano il bombina di Bombina ed il variegata di Bombina varia, rispettivamente.

Sette transects intensivamente studiati sono marcati da piazze e frecce. Decisione più alta dell'inserto centrale è mostrata in una mappa separata.

Numeri di luogo si riferiscono ad Appendice S1.
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Analisi filogenetiche

Sequenze furono ispezionate visualmente e compilarono usando

bioedit

7. Usando

modeltest

3.5 (Posada & Crandall 1998), noi

determinò che i Tamura-Nei modellano di nucleotide

sostituzione con eterogeneità di percentuale (TrN +

Γ?Γ

) era più più

appropri, coi setting di parametro seguenti: nucleotide

frequenze 0.266 (Un), 0.310 (il C), 0.137 (il G), 0.286 (T); la gamma

plasmi parametro

ΓαΓ

= 0.24. Una massimo-probabilità (ML)

albero fu costruito con

phyml

Guindon & Gascuel che usa

(2003) il metodo. La robustezza della topologia fu esaminata

con 1000 bootstrap replica. Un albero di Bayesian era anche

costruì, mentre usando

mrbayes

3.1 (Ronquist & Huelsenbeck

2003). I setting di probabilità corrisposero al generali

modello tempo-invertibile dell'evoluzione di sequenza con percentuale

eterogeneità (GTR +

Γ?Γ

) che è l'approssimazione più vicina

del TrN +

Γ?Γ

modello disponibile in

mrbayes

; priors furono messi

assumere per difetto valori. Quattro Monte Carlo Metropoli-accoppiato

Markov incatena (tre di loro ‘scaldò ', temperatura = 0.20)

sia corso per 2*10

6

generazioni ed assaggiò ogni 1000

generazioni. La prima la metà della foresta di ‘come la quale ' è stato scartato

scottatura-in, dando luogo al 10

3

alberi assaggiati. Questa analisi era

ripetuto cinque volte per valutare la congruenza del

valori di probabilità. Valori di tronco-probabilità furono disegnati contro

tempo di generazione per assicurare che nessuno alberi furono trattenuti antecedente

alla corsa che giunge a stationarity. Tutte le analisi cominciarono con

alberi che sono stati generati casualmente. Per calcolare

l'un

posteriori

la probabilità di ogni bipartizione, il majorityrule

albero di consentimento fu costruito su 5000 alberi,

rappresentando tutte le cinque corse.

Per il clades notevole, noi calcolammo le diversità di nucleotide

(

ΓπΓ

) e divergenze di sequenza nette (

D

un

) usando Kimura

2-parametro distanzia (

K

2

P

) con

mega

2 2.1 (Kumar

et al

.

2001). Errori standard furono ottenuti attraverso 1000 bootstrap

replica. I TrN modellano dell'evoluzione di sequenza era

usato per la costruzione degli alberi filogenetici ma il

K

2

P

modelli per presentare divergenza valuta, perché

questa semplice correzione per colpi multipli ha variazione più bassa

che misure più complesse e è utile per comparato

scopi come molti studi riportano questa misura.

Anche, le calibrature di molecolare-orologio usarono nel nostro studio (veda

Discussione) è basato su questa misura. Così, noi combiniamo

il modello più sofisticato di eletto di evoluzione di sequenza

attraverso la procedura formale per la ricostruzione filogenetica,

con una misura di distanza più semplice per mostrare

divergenza di sequenza tra gruppi.

La neutralità esamina, l'analisi di clade fatta il nido e demografico

analisi

La conformazione del nostro insieme di dati ad aspettazioni neutrali

fu esaminato usando due approcci. Noi applicammo McDonald

& Kreitman (1991) la prova (MK) comparare il rapporto di fisso

le differenze a polymorphisms tra gruppi filogenetici

per sinonimo e sostituzioni di nonsynonymous. A

effetti separati di cambi demografici e selezione su

lo spettro di frequenza di mutazione, noi usammo una modifica

(Hahn

et al

. 2002) di Tajima (1989) e Fu & Li (1993)

prove (

H

prova) che compara i valori del rispettivo

statistiche di selezione per sinonimo e nonsynonymous

sostituzioni. Questa prova di eterogeneità fu compiuta

software che usa disponibile da www.bio.indiana.edu /

%7Ehahnlab/Software.html.

Noi combinammo tre metodi complementari di guadagnare

l'acume in processi demografici e storici, come

taglia di popolazione e cambi di serie, così come in contemporaneo

modelli di femmina-interpose flusso di geni. Fatto il nido

analisi di clade (NCA; Templeton 1998, 2004) fu usato a

inferisca i modelli di dispersione e flusso di geni che hanno condotto

alla distribuzione corrente di haplotype gerarchicamente fatto il nido

clades all'interno di lignaggi di mtDNA notevoli. Coalescentbased

l'analisi della crescita demografica (Kuhner

et al

. 1998)

e l'analisi di disadattamento (Schneider & Excoffier 1999) era

valuti parametri demografici e di base:

ΓθΓ

il

prodotto della taglia di popolazione effettiva e femmina ed il

percentuale di mutazione;

grammo

, il parametro di crescita esponenziale; e

ΓτΓ

tempo fin dall'espansione.

Perché le distanze genetiche fra

Bombina di B.

,

Variegata di B.

da Carpathians, e

Variegata di B.

dal Balcani

e l'Europa Occidentale (lignaggio Balkano-occidentale) grandemente

ecceduto il 95% limite di parsimonia (14 mutational avanza),

NCAs fu compiuto separatamente per ogni gruppo. L'italiano

(Apennine) ed il bulgaro Sud-est (Rhodopean)

haplotypes furono esclusi da tutte le analisi demografiche

a causa delle loro piccole taglie di esemplare. Parsimonia statistica

(SP) cladograms che usarono furono costruiti

tcs

1.18 (clemente

et al

. 2000).

Per chiarire le ambiguità di cladogram noi applicammo tre

criterio dedusse da teoria di coalescent (Pfenninger &

Posada 2002). La frequenza, topological e geografico

stato di criterio quell'in caso delle ambiguità, haplotypes sono

più probabile essere connesso a haplotypes che (i) abbia un

frequenza più alta, (l'ii) è interno in cladograms piuttosto che

esteriore, e (l'iii) venga dalla stessa popolazione o regione.

L'ultimo criterio va bene bene con la dispersione limitata di

Bombina documentò in Bulgaria (Beshkov & Jameson

1980), la Polonia (Szymura & Barton 1986), e l'Austria

(Gollmann & Gollmann 2002). La procedura di annidamento era

compiuto seguente le regole standard (Crandall 1996;

Templeton 1998). NCA che usò geodis 2.4 fu compiuto

(Al di et di Posada. 2000). Due statistiche furono valutate: il clade

distanza (Dc) che le misure l'espansione geografica di

un clade, e fece il nido clade distanziano (Dn) che le misure

come un clade è distribuito geograficamente relativo ad altro

clades nella stessa categoria di alto-ordine. L'ipotesi nulla

di nessuna associazione geografica di clades fu esaminato da

Dc che compara e Dn valuta con quegli ottenuti dopo

10 000 permutazioni casuali di clades contro assaggiando
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ubicazioni. Inferenze biologiche per clades con significativo

l'associazione geografica fu dedotta dai modelli di

misure di distanza significative che usano la più recente versione

della chiave di inferenza di NCA (http://inbio.byu.edu/faculty /

kac/crandall_lab/computer.html; Templeton 2004).

Le storie demografiche dei tre mtDNA del maggiore

clades definiti da NCA che fa il nido modello furono stimati con

due altri approcci. Estimatori ML-basati di theta (θML,

Γθ Γ= 2Nf¦Ì Γer mitochondrial Γni, Γve è Γ donna ΓNf
taglia di popolazione effettiva e μ è la percentuale di mutazione) e

parametri di espansione demografica esponenziali (il grammo) fu calcolato

congiuntamente con lamarc 2.02 (al di et di Kuhner. 2005). Questo

metodo coalescent-basato prende in considerazione genealogico

relazioni fra haplotypes (al di et di Kuhner. 1998). Il

stime di θ e grammo furono ottenute da Markov incateni Monte

Carlo percorre attraverso lo spazio di genealogia. Le finale stime

fu basato su una corsa di 10 catene corte che assaggiano 500

alberi ognuno e 2 catene lunghe che assaggiano 10 000 alberi ognuno; il

assaggiando intervallo fu messo a 20. Fiducia approssimata

intervalli (CIs) per questi parametri fu ottenuto usando

il metodo di percentile. Perché questi CIs tendono ad anche essere

stretto (al di et di Kuhner. 2005), noi usammo 99% invece di 95%

CIs per inferenze statistiche.

Il secondo approccio era un'analisi di distribuzione di disadattamento

(Schneider & Excoffier 1999), compiè con arlequin 3.1

(Al di et di Excoffier. 2005). L'analisi di disadattamento compie bene in

casi di suddivisione di popolazione e quando il demografico

storia delle popolazioni è più complesso che finto

dai semplici modelli di espansione. In alcun vero insieme di dati, ambo di

è probabili che questi fattori accadano. Bontà-di-vada bene al

espansione improvvisa (SudEx) e l'espansione spaziale

(SpatEx) (Excoffier 2004) modelli che usarono furono esaminati un parametrico

approccio di bootstrap (10 000 replicano). Qui, il

valori riportati di θ0 e θ1 sono prima estimatori di theta

e dopo espansione secondo il modello di SudEx, θspatial è,

theta di fronte ad espansione dal modello di SpatEx e τsudden
e τspatial è le volte siccome espansione valutò dal

SudEx e SpatEx modella, misurato in durata di mutational

unità. I loro intervalli di fiducia approssimati furono ottenuti

attraverso bootstrapping parametrico (10 000 replicano).

Risultati

Un totale di 104 haplotypes diversi fu identificato fra

364 ingroup ordina in sequenza (nos di Accessione di GenBank. AY971143,

DQ146949, EF212448-EF212810). Nessun indels o codons della fermata

era presente. Duecento e quaranta-tre nucleotide

posizioni (22.2%) era variabile di che 206 (18.8%) era

parsimonia informativo. C'erano 225 posizioni con due

i vari nucleotides e 18 posizioni con tre varianti.

Quaranta-sette luoghi variabili (19.3%) era nel primo, 12 (4.9%)

di secondo, e 184 (75.7%) nella terza posizione di codon.

Quaranta-tre di 366 acido di amino situano (11.8%) era variabile.

Tutte le tre sequenze di outgroup rappresentarono uniche

haplotypes (nos di Accessione di GenBank. EF212811-EF212813).

Incluso outgroup taxa, 363 nucleotide posiziona, (33.1%)

era variabile, e 272 (24.8%) era parsimonia informativo;

58 acido di amino situa (16.0%) era variabile.

La nostra analisi distinse cinque haplogroups: Bombina

bombina (B), Carpathian il variegata di Bombina (il C), Balkano-

Variegata di B. occidentale (BW), Rhodopean il variegata di B. (R) e

Variegata di B. italiano (io). Diversità di Haplotype fra e

pairwise K2P ordina in sequenza divergenze tra questi gruppi

è dato in Tavolo 1. Ognuno dei primi tre gruppi era

suddiviso, come definito da clades dell'alto-livello nei fecero il nido

cladograms, in sottogruppi: B3-1 e B3-2; C4-1 e C4-2;

e BW3-1 e BW3-2 (i Fichi 2 e 3).

Analisi filogenetica e divergenza di sequenza fra

gruppi di maggiore

La massimo-probabilità e gli alberi di Bayesian, sostennero

lo stesso raggruppamento filogenetico di haplotypes (il Fico. 2). Il

status di sorella del bombina di B. ed il variegata di B. fu sostenuto

con 99% bootstrap (BS) e la 100% probabilità posteriore

(PP). Bombina di Bombina (B) ricevette 100% BS e l'appoggio di PP.

In variegata di B. (86% BS, 100% PP) due clades principali sono

evidente; uno (99% BS e 100% PP) i gruppi un numero di

da vicino haplotypes relativo ed include individui da

i Carpathian dividono della serie di variegata di B. (il C), l'altro

(100% BS e PP) è divise bene in tre sostenuti

Proponga la 1 diversità di Haplotype (h) e divergenza di sequenza netta Da tra gruppi basati su distanza di 2-parametro di Kimura (sotto diagonale)

ed errori standard delle stime (1000 bootstrap replica, sopra di diagonale). Diversità di Nucleotide (π) all'interno di gruppi sulla diagonale,

con errori standard (1000 bootstrap replica) in parentesi. Tutti i valori sono espressi come percentuali

n h Bb Bv Carpa Bv BW Bv Italia Bv Rhod

Bb 111 0.84 (0.01) 0.39 (0.10) 0.86 1.09 1.09 1.01

Bv Carp 170 0.78 (0.01) 8.98 0.30 (0.08) 0.93 1.03 0.92

Bv BW 71 0.84 (0.01) 11.39 7.87 0.38 (0.11) 0.61 0.48

Bv l'Italia 7 0.86 (0.06) 11.31 9.28 4.56 0.33 (0.10) 0.67

Bv Rhod 5 0.80 (0.10) 10.33 7.89 2.45 4.97 0.09 (0.06)

n, numero di sequenze; Bb, il bombina di B.; Bv Carp, il variegata di B. Carpathian raggruppa; Bv BW, il variegata di B. gruppo Balkano-occidentale; Bv Italia, v di B..

pachypus l'Italia; Bv Rhod, v di B.. scabra il gruppo di Rhodopean.
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Fico. 2 relazioni filogenetiche fra il haplotypes di Bombina. La topologia e lunghezze di ramo dall'analisi di massimo-probabilità sono

mostrato. Numeri sopra di rami indicano bootstrap di percento valuta per ML, numera sotto rami indichi le probabilità posteriori da

l'analisi di Bayesian.
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Fico. 3 disegni di clade fatti il nido per cyt b haplotypes per il haplogroups di Bombina. Ogni linea solida nella rete rappresenta un solo mutational

cambio. Un haplotype, marcò da un numero (veda Appendice S1), è rappresentato da un ovale con l'area di superficie proporzionale al numero

di individui che sopportano questo particolare haplotype. Cerchi stanno fallendo haplotypes. Linee rotte con numeri 1 attraverso 6 che collegano alcuni

haplotypes indicano le ambiguità di cladogram risolute. (un) il bombina di Bombina. (b) i Carpathian raggruppano del variegata di Bombina. (il c) il Balkano-

Gruppo occidentale del variegata di B..
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rami: Variegata di B. italiano (io), rospi dal Rhodope

vari in Bulgaria (R), ed il ramo comprendere notevole

Variegata di B. dal Balcani e l'Europa Occidentale (BW).

La distribuzione geografica del mtDNA clades

Il modello di phylogeographical di mtDNA è mostrato meglio da

la distribuzione di alto-livello fece il nido clades (i Fichi 3 e 4).

I due clades della tre-passo del bombina di B., B3-1 e B3-2,

corrisposto ai meridionali e lignaggi settentrionali,

quali sono separati dal Carpathians ed il che s'interpone

serie del variegata di B. (i Fichi 3a e 4). Il lignaggio meridionale

fu trovato lungo i bassopiani di Danube dal Nero

Mare su a Moravia. Il clade settentrionale occupa l'enorme

Nord di piani europeo ed est del Carpathians. Questo

lignaggio penetrò anche l'Altopiano Boemo ed occidentale

lungo il Fiume di Elbe dal nord. I due bombina di B.

clades apparentemente ricoprono nei bassopiani est del

Carpathians, una regione non assaggiata da noi perché un singolo

haplotype di gruppo e meridionale, B11 fu osservato in Kiev (il Luogo

57, appendice S1), fra il haplotypes di gruppo e settentrionale

(I fichi 1 e 4).

Il Carpathian nel quale haplotypes di variegata di B. raggruppano

due clades della quattro-passo, i C4-1 orientali e C4-2 occidentali

(Il fico. 3b): il primo è limitato alla parte di easternmost del

Carpathian fornisce di arcata, mentre il secondo occupa quasi tutti

del Carpathians ma il Carpathian curvi (il Fico. 4).

Su una più grande scala geografica, il Carpathian il variegata di B.

è circondato da bombina di B.. Il contatto dei due

specie dà luogo ad una zona ibrida e stretta. Un numero di esemplari

venuto da transects (il Fico. 1) di che tre croce il

colline settentrionali del Carpathians (transect di Kraków:

7 luoghi, N = 15 individui; il transect di Przemyßl: 20 luoghi,

N = 45; ed il transect di Stryi: 14 luoghi, N = 19) ed uno loro

pendii meridionali in Romania (N = 6). C'era corrispondenza vicina

tra il bombina e variegata haplotypes

fondi nel transects ed il clades presenti in più vicino

prossimità alla zona ibrida. Luoghi dove haplotypes di

ambo la specie co-accaduta fu limitata alcuni centrale

posizioni all'interno del transects (il cf. Al di et di Yanchukov. 2006;

Hofman & Szymura 2007).

Nel gruppo Balkano-occidentale, due clades della tre-passo

fu distinto (il Fico. 3c). Clade BW3-2 (il balcanico

haplogroup), distribuì in tutto la maggior parte del balcanico

Penisola, co-accade con clade BW3-1 (il haplogroup occidentale)

nel Balcani nord-centrale che è sparso su

un'area estesa verso l'ovest incluso le avanterre

delle Alpi, così come un'enclave isolata nel Mecsek

Montagne (Luogo 99).

I Rhodopean raggruppano (R) è limitato al Rhodope

Montagne in Bulgaria Sud-est, mentre gli italiani

gruppo (io) è limitato alle Montagne di Apennine. Il secondo

forme di gruppo un allopatric clade separato dal Fiume di Po

Valle dal clade Balkano-occidentale e distinto del variegata di B.

quello è presente sui pendii meridionali delle Alpi in

l'Italia settentrionale.

In somma, cinque gruppi di haplotype di mtDNA principali rivelarono in

Bombina europei hanno rappezzati, distribuzioni di parapatric

(Il fico. 4). Le uniche eccezioni erano esemplari da ibrido

popolazioni nella zona di contatto, ed un esemplare da Toszek

(la Polonia meridionale, Situi 22) dove un solo variegata haplotype

fu scoperto fra il bombina di B..
Fico. 4 maschera di tastiera geografica dei fecero il nido

clades per il bombina di Bombina (livello di tre-passo,

B3-1 e B3-2), Carpathian raggruppa di Bombina

variegata (livello di quattro-passo, C4-1 e C4-2), e

Gruppo Balkano-occidentale del variegata di B. (il threestep

livello, BW3-1 e BW3-2), insieme a

la distribuzione degli italiani (io) e Rhodopean

(R) gruppi di variegata di B.. Cerchi grigi indicano

ubicazione probabile di refugia per ogni Bombina

raggruppi, e marchio di frecce distrutto inferì

percorsi di instradamento della colonizzazione di postglacial.
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Esaminando per selezione, modelli di flusso di geni e storico

demografia

La prova di MK rifiutò la neutralità in tutti i tre lignaggi (B e

C: P = 0.0033, la prova esatta di Pescatore; B e BW: P = 0.014; BW

e C: P = 0.0034); in tutte le prove era un eccesso di

nonsynonymous polymorphisms che suggerisce debole

selezione purificatrice. I H esaminano con la statistica di Tajima era

significativo solamente in lignaggio BW (P = 0.0339), mentre con

Fu e la statistica di Li era solamente significativo in lignaggio C

(P = 0.0062).

Nell'analisi di clade fatta il nido, statisticamente significativo

le associazioni geografiche furono scoperte all'interno di ognuno del

tre lignaggi di maggiore: B, C e BW (Tavolo 2, Fico. 4). Per ognuno

di questi, flusso di geni limitato con isolamento da distanza era,

inferito per il cladogram totale. Il numero limitato di

clades c'impedirono dal distinguere tra serie

espansione e flusso di geni limitato nel bombina di B. meridionale
clade, B3-1 e nei gruppi di haplotype nordovest

(B2-5, B1-10) dominando nel bombina di B. settentrionale
ramo. In Carpathian il variegata di B., flusso di geni limitato

con isolamento da distanza fu inferito per tutti ma uno

clade, C3-3; il suo modello di distribuzione di haplotype potrebbe essere

o spiegato da espansione di serie o gene limitato

flusso. Nel lignaggio Balkano-occidentale, il clade balcanico

(BW3-2) mostrò flusso di geni limitato con isolamento da

distanza; il clade occidentale (BW3-1) o era soggetto

variare espansione o flusso di geni limitato. Clade BW2-2

subito frammentazione di allopatric che restringe clade

BW1-3 ad un'enclave nelle Montagne di Mecsek.

Intervalli di fiducia per theta dal lamarc e

le analisi di disadattamento ricoprirono per ogni clades; in più casi,

stime medie differirono sostanzialmente comunque, (Tavolo 3).

Thetas più alti in analisi di lamarc generalmente furono inferiti

per quelli clades per che il parametro di crescita più alto

valori furono valutati. Per tutti ma un clade significativo

la crescita demografica fu inferita, l'eccezione che è il

Carpathian C4-1 est per il quale non era significativamente il valore di grammo
diverso da zero. Questo era l'unico clade per

quale i SudEx ed i modelli di SpatEx, furono rifiutati in

l'analisi di disadattamento, così il preventivo di demografico

parametri da questo metodo erano non garantiti.

Discussione

Relazioni filogenetiche fra lignaggi notevoli

Le analisi filogenetiche produssero un chiaro e bene-sostenuto

modello di relazioni fra i tre mtDNA del maggiore

lignaggi: Bombina di Bombina, Carpathian il variegata di Bombina,

ed il variegata di B. dal resto della sua serie in sudoccidentale

L'Europa (il Fico. 2). Mentre il bombina di B. ed il Carpathian

Il variegata di B. mostrano differenziazione interna solamente poco profonda,

i haplotypes di variegata di B. rimanenti sono raggruppati in

tre lignaggi ben definiti: dalle Montagne di Apennine

di Italia, dalle Montagne di Rhodope della Bulgaria e da

Proponga 2 Interpretazione dei risultati dell'analisi di clade fatta il nido che usa la chiave di inferenza di Templeton (2004). Clades con un significativo

l'associazione è mostrata

Clades fece il nido con

Permutational

χχ2 χP Chain χatistici di χferenza Inferenzaχ

bombina

1-7 36.88 0.036 19-20-nessuno IGS

1-10 411.23 0.000 2-3-5-6 - clades troppo poco RE o RGF

2-5 240.05 0.035 2-3-5-6 - clades troppo poco RE o RGF

3-1 76.00 0.001 2-3-5-6 - clades troppo poco RE o RGF

Cladogram 107.71 0.000 totale 2-11-17-4-nessuno RGFwIbD

Variegata di Carpathian
2-4 27.39 0.018 2-3-4-nessuno RGFwIbD

3-1 13.00 0.029 19-20-2-3-4-nessuno RGFwIbD

3-3 46.06 0.027 2-3-5-6 - clades troppo poco RE o RGF

4-2 110.91 0.000 2-3-4-nessuno RGFwIbD

Cladogram 148.01 0.000 totale 2-11-17-4-nessuno RGFwIbD

Variegata Balkano-occidentale
2-2 21.00 0.013 19-nessuno AF

3-1 57.19 0.000 clades 2-3-5-6-troppo pochi RE o RGF

3-2 114.00 0.000 2-3-4-nessuno RGFwIbD

Cladogram 66.32 0.000 totale 2-11-17-4-nessuno RGFwIbD

AF, la frammentazione di allopatric; IGS, campionatura geografica ed inadeguata; RE, espansione di serie; RGF, flusso di geni limitato o dispersione;

RGFwIbD, flusso di geni limitato con isolamento da distanza.
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Europa occidentale ed il Balcani. Facendo il nido degli italiani

Bombina all'interno dei lignaggi di variegata di B. suggerisce fortemente

quel Bombina pachypus non è, come disputato da Lanza & Vanni

(1991) ed al di et di Canestrelli. (2006), una specie distinta.

Non c'è attualmente calibratura affidabile di un molecolare

orologio per il cyt di Bombina b. Le calibrature per i parenti più vicini

(García-París & Jokusch 1999) dia a pairwise la divergenza di K2P
percentuali di 1.4-1.6%/million anni (Alytes) o 1.3–1.5% /

milione anni (Discoglossus). Se queste percentuali contengono per Bombina,

poi valori di divergenza di sequenza indicano un Miocene Superiore

o divisione di Pliocene più Bassa tra il bombina di B. ed il variegata di B.,

come suggerito da più primo immunologico e dati di allozyme

(Szymura 1993). L'evidenza paleontologica non contraddice

questa datazione: fossili identificarono come Bombina in Europa

si estenda bene nel Miocene (Sanchiz 1998). Più recente

resti, presente in Europa Centrale durante l'interglacials,

è difficile assegnare ad entrambi specie perché scheletri di

la specie del due è resa differente poveramente. Questi fossili,

anche se loro non si possono usare per calibrare un molecolare

batta, aguzzi alla colonizzazione di interglacial ripetuta del

aree di deglaciated (Szymura 1993).

Una conseguenza di usare percentuali di divergenza che suggeriscono un

Miocene superiore o divergenza di Pliocene più Bassa tra il

Specie di Bombina europea è che la divergenza tra

il lignaggio di Carpathian ed ogni altro mtDNA di variegata di B.
lignaggi sono solamente lievemente più giovani e definitivamente per -

Pleistocene (divergenza di K2P: 7.9–9.3%; Tavolo 1). Alto

divergenze di mtDNA per cox1 e nad4 fra Bombina

popolazioni dal Bacino di Carpathian (al di et di Vörös. 2006),

corrispondendo al nostro clades B3-1, C4-1 e BW3-1, è

costante con le nostre stime. L'origine di pre-Pleistocene

di ambo la specie di Bombina europea così come dei due

lignaggi di variegata di B. notevoli non sono proprio sorprendenti determinato comparato

dati dagli altri organismi. Anche se il ruolo di

Le glaciazioni di Pleistocene in speciation sono controverse e

l'evidenza contraddittorio (al di et di Avise. 1998; Johnson &

Cicerone 2004; al di et di Zink. 2004), l'origine di pre-Pleistocene per

il maggiore del tre European i lignaggi di Bombina suggeriscono quello

Pleistocene le fluttuazioni climatiche al massimo il remodelled il

le distribuzioni di questi lignaggi che preesistono, come postulato

per altri anfibi (e.g. Al di et di Nielson. 2001; al di et di Babik.

2005). Questo rifacimento ha potuto promuovere geografico

isolamento e la differenziazione indotta fra diverso

isola. In variegata di B., tale differenziazione è apparente a

il livello fenotipico ed esterno (Gollmann & Gollmann 2002;

Al di et di Vukov. 2006) e sembra correlare con maggiore

caratteristiche geografiche dell'Europa Centrale.

Phylogeographical designa e refugia glaciale

Un aspetto notevole di rifacimento di serie per Bombina europeo
durante Pleistocene le fluttuazioni climatiche erano restrizione

del vario clades a refugia durante il periodo glaciale, seguì

da espansione di postglacial. Nostro esteso geografico

Proponga 3 I risultati delle analisi demografiche in gruppi di popolazione notevoli come rivelato da NCA alto-livello annidamento modello (il Fico. 3). n, numero di sequenze; θML, i coalescent basarono

estimatore di theta; il grammo, la percentuale di crescita esponenziale; CI, intervallo di fiducia; Psudden, Pspatial, probabilità basato 10 000 bootstrap replica, che la distribuzione di disadattamento adatta

i modelli di, rispettivamente, improvviso (SudEx) e spaziale (SpatEx) l'espansione; N, il cattivo numero delle differenze di pairwise; τsudden, τspatial il tempo siccome espansione inferì per il SudEx e SpatEx

modelli (τ = μt, dove è per percentuale di mutazione di generazione μ e t è il numero di generazioni); θ0 e θ1 sono valori di theta prima e dopo espansione, rispettivamente; θspatial è theta valutano da

lo SpatEx. Tutti i valori di theta sono dati come percentuali per luogo

N di gruppo
χθMLχ
(99% CI)

grammo

(99% CI)

Psudden N

(95% CI)

χτsuddenχ
(95% CI)

χθ0χ
(95% CI)

χθ1χ
(95% CI)

Pspatial τspatial
(95% CI)

χθspatialχ
(95% CI)

B3-1 39 51.56 8462.4 0.56 1.883 1.714 0.00 1.10 0.591 1.325 0.04

4.36–960.84 (4605.7–15496.8) (1.174–2.305) (0.511–2.325) (0.00–0.12) (0.86–648.58) (0.653–2.844) (0.00–0.13)

B3-2 72 9.74 6486.9 0.86 1.194 1.368 0.00 0.29 0.817 0.491 0.06

(2.91–43.26) (3800.6–10427.4) (0.270–2.257) (0.125–3.275) (0.00–0.07) (0.04–452.87) (0.307–3.574) (0.00–0.14)

BW3-1 34 1.90 1471.1 0.92 2.280 5.824 0.00 0.24 0.822 2.410 0.21

(0.61–9.10) (106.5–4430.8) (0.515–5.093) (1.705–10.078) (0.00–0.37) (0.02–11.48) (0.259–14.170) (0.00–0.34)

BW3-2 38 3.03 3810.6 0.87 1.548 0.000 0.16 0.21 0.885 1.728 0.11

(0.85–38.18) (1598.9–9360.7) (0.211–4.619) (0.000–6.203) (0.00–0.039) (0.06–350.68) (0.166–7.247) (0.00–0.21)

C4-1 21 0.59 726.1 0.0005 0.021

(0.16–3.39) (−16.5–3959.5)

C4-2 148 1.53 3128.9 0.18 1.774 2.820 0.00 0.35 0.567 2.464 0.00

(0.64–2.12) (1158.2–5850.3) (0.678–3.698) (0.689–6.250) (0.00–0.10) (0.05–347.13) (0.366–4.802) (0.00–015)
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mtDNA assaggiando combinarono con dati di allozyme disponibili,

aguzzando a variazione più alta nel sud (Szymura 1993,

1998), limitato le possibili aree di refugial per ciascuno maggiore

clade e suggerì percorsi di instradamento per nuova colonizzazione di postglacial.

La specie pianigiana, bombina di B. esibisce solamente poco profonda

mtDNA cyt la differenziazione di b in conformità con la differenziazione

ad allozyme loci. Due clades della tre-passo (B3-1, B3-2) abbia

grandemente le distribuzioni di nonoverlapping, suggerendo un'origine

durante l'ultimo massimo glaciale (LGM) in refugia separato

nei bassopiani vicino il Mare Nero, o possibilmente nell'ora

mensola allagata nella parte nordovest del Mare Nero

(Al di et di Ryan. 2003; al di et di Popescu. 2004). Quando questa mensola era

esposto, il Mare Nero era un lago di acqua dolce. Haplotype alto

la diversità ed allozymes variabili aguzzano al meridionali

Bassopiani rumeni come un refugium per clade B3-1 da cui

un ramo avrebbe espanso westwards su lungo il

Danube attraverso il Cancello di Ferro e nell'ungherese

Piani, mentre l'altro ramo espanse al nord-est.

Popolazioni che rappresentano clade B3-2, ora abitando

la maggior parte della specie che ' varia, ha potuto originare in un refugium

alle spiagge settentrionali del Mare Nero, dove almeno

tasche di vegetazione di foresta erano presenti durante il LGM

(Al di et di Tarasov. 2000). Clade B3-2 penetrò nell'occidentale

parte dell'Altopiano Boemo lungo il Fiume di Elbe, un

possibilità menzionata da Arntzen (1978).

Mitochondrial la differenziazione di DNA in variegata di B. è

più complesso. Un dichotomy notevole esiste tra popolazioni

nelle Montagne di Carpathian ed il resto della serie

(Il fico. 2). La prospettiva di mtDNA presente, sostenuta da

dati di allozyme, offre l'evidenza forte che il variegata di B.

scampato il LGM nelle Montagne di Carpathian. Più primo

interpretazioni andarono a vuoto ad identificare un Carpathian refugium

o mise il refugium per Carpathian il variegata di B. nel

Il Balcani (i.e. Arntzen 1978; Szymura 1993).

All'interno del Carpathians, la distribuzione di mtDNA

clades e varianti di allozyme suggeriscono due refugia separati.

Clade C4-1 probabilmente aveva il suo refugium nel sud-est

curva del Carpathians come attestato dalla presenza di

multiplo fece il nido clades su al livello di 3-passo in questa regione.

Solamente un sottoinsieme di questi clades è trovato più lontano al nord

(la diversità di haplotype, h è 0.88 nel refugium postulato

vs. 0.43 nel resto della serie). I dati di Allozyme provvedono

appoggio supplementare, perché solamente in questa parte del Carpathians

è Ldh-1 ed il polymorphic di Mdh-1 (Szymura 1998).

Clade C4-2 ha una distribuzione più larga, mentre includendo

quasi la catena montuosa intera a parte suo sudorientale

angolo. Il refugium probabile per clade C4-2 era nel meridionale

Carpathians, dove è più alta la diversità di haplotype

(h = 0.76 vs. 0.63 nella parte rimanente della serie del clade).

Il recente lavoro ha documentato l'importanza di Centrale

Europa come un'area di refugial per taxa numeroso. Evidenza

viene da palaeoclimatology (Sümegi & Krolopp 2002),

palynology (Willis & il furgone Andel 2004), pianta ed animale

fossili (al di et di Willis. 2000; Stewart & Lister 2001; Willis & il furgone

Andel 2004) così come dalle analisi di phylogeographical

di pianta e specie animale, (Wallis & Arntzen 1989;

Taberlet & Bouvet 1994; al di et di Babik. 2004, 2005). Climatico

le condizioni nelle Alpi orientali, il Bacino di Carpathian, ed in

il Carpathians meridionale permise la sopravvivenza di moderato

organismi, incluso animali di ectothermic bene a

il nord del ‘regioni di refugial di ' canoniche nel meridionale

Penisole europee (al di et di Tzedakis. 2002; al di et di Huntley.

2003). Fra anfibi, un Carpathian refugium ha,

stato postulato per un tritone indigeno (montandoni di Triturus,

Al di et di Babik. 2005), ed in questo studio per il giallo-dalla pancia

rospo, variegata di B.. Nonostante discordanza tra allozymes

e mtDNA nel gruppo Balkano-occidentale (veda sotto), il

la distribuzione di mtDNA e variazione di allozyme fa il

l'identificazione di refugia plausibile per questo gruppo e percorsi di instradamento

della sua colonizzazione di postglacial possibile. Per l'Occidentale

gruppo (BW3-1, corrispondendo a v di B.. variegata), il più alto

la diversità di haplotype è trovata nelle aree di altopiano di orientale

Serbia (h = 0.89 vs. 0.60 nel resto della serie del clade), così

noi postuliamo un refugium per BW3-1 in questa regione, da

quale espansione nordorientale e nordovest

sarebbe potuto essere accaduto. Inferenza di NCA per clade BW3-1 è d'accordo

con questo scenario.

Una transizione di clinal larga in frequenze di allele di allozyme

e heterozygosity alti nel Balcani centrale suggeriscono

postglacial contattano tra il Bombina più meridionale
variegata scabra (BW3-2) ed il v di B. occidentale. variegata

(Al di et di Szymura. 2000; al di et di Vukov. 2006). All'interno di clade BW3 -

2 che includono più v di B.. popolazioni di scabra, un più

accade modello complesso. Uno distribuì largamente 2-passo

clade (BW2-6) ricopre molto altro clades della 2-passo in suo

distribuzione. Questo suggerisce quell'oltre ad un recente

espansione, popolazioni multiple sopravvissero nel meridionali

Il Balcani almeno durante il LGM. La geografia complessa

del Balcani faciliterebbe isolamento a lungo termine di così

popolazioni, come esemplificato dal Rhodope il variegata di B.

gruppo. Allozymes di Polymorphic nel Balcani meridionale

sostenga l'ubicazione di un refugium in questa regione (Szymura

1998).

Gli italiani o Apennine che pachypus di variegata di Bombina ha

apparentemente stato isolato efficacemente dal resto del

Il variegata di B. variano anche più lunghi (K2P = 4.56% al Balkano-

Gruppo occidentale), e scampò periodi glaciali fra il

Penisola di Apennine, più probabile nella parte di southernmost

come suggerito da allozyme e mtDNA polymorphisms

(Szymura 1993, 1998; al di et di Canestrelli. 2006).

Discordanza tra mtDNA, allozymes e la morfologia

Sulla più grande scala geografica, è un'armonia alta

tra tratti del volto fenotipici, allozymes, e mtDNA haplotypes:

Il bombina di B. ed il variegata di B. possono essere distinti da

alcuno di un elenco impressionante di tratti del volto caratterizzare diagnostico

la specie del due (Szymura 1993).
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Anche se l'assenza di isolamento di premating tra il

specie faciliterebbe plausibilmente cambio genetico lungo

le loro zone di contatto convolute, armonia della morfologia

allozymes, e mtDNA attraverso la specie implica che,

su un timescale evolutivo e lungo, entrambi introgression

non è accaduto o che i suoi effetti sono stati eliminati

da estinzione di popolazioni mescolate. Evidenza da

zone ibride e moderne suggeriscono quella selezione ha prevenuto

introgression. Solamente in popolazioni nel centre

di una zona ibrida e stretta che disgiunge la specie del due è

bombina e haplotypes di mtDNA di variegata fondarono insieme.

Infatti, l'ampiezza di mtDNA clines non eccede quello

del fenotipico o allozyme clines (al di et di Yanchukov. 2006)

e può essere anche narrower (Hofman & Szymura 2007).

Questo modello è costante con interazioni di epistatic negative

tra genomes divergente della specie, aguzzò da

selezione ambiente-dipendente, prevenendo introgression.

Ulteriori prove di possibile introgression di specifico genomic

intervalli tra questi specie potrebbe essere ottenuta da

esaminando il modello di isolamento-con-migrazione che usa multiplo

marcatori di sequenza nucleari (e.g. Al di et di Machado. 2002; ehi

& Nielsen 2004).

Anche se interpretò dagli autori come mtDNA ripetuto

introgression, l'indipendenza di lignaggio applica anche il

Bacino di Carpathian (al di et di Vörös. 2006). In aree di sovrapposizione, o

zone ibride, una serie larga di ricombinanti nucleari è generata,

così di quando in quando ‘' morphotypes puri possono portare mtDNA

haplotypes dell'altra specie (Hofman & Szymura 2007).

Mentre l'armonia della morfologia, allozymes e

mtDNA contiene attraverso la specie e più geografico

gruppi all'interno del variegata di B., c'è un'importante discordanza

tra mtDNA haplotypes dell'europeo occidentale

rospi ed il loro allozymes e la morfologia. Morfologico

e collegamento di dati di allozyme loro al gruppo di Carpathian,

ma v di B.. variegata circa la valle di Fiume di Morava Meridionale

in Serbia orientale e verso ovest possiede haplotypes riferito

al lignaggio balcanico. Un chiarimento plausibile coinvolge il

trasferisca di mtDNA balcanico in rospi europei ed occidentali,

quale, in considerazione della più recente divergenza di questi

lignaggi, può essere non soggetto ad influssi dagli effetti negativi di

il guasto di interazioni di epistatic tra mtDNA

e genomes nucleare in ibridi. Ricombinazione gratis di

mtDNA dal suo sfondo nucleare facilita mtDNA

introgression (Barton 1986) e molti esempi di questo

fenomeno è stato descritto (e.g. Al di et di Bachtrog. 2006).

Un chiarimento alternativo che comporta trasferimento di nucleare

geni da solo dal Carpathian il variegata di B. in v di B.. scabra

popolazioni sembrano meno probabili.

Trasferisca del mtDNA balcanico sopra lo sfondo nucleare

diviso da Carpathian ed europeo occidentale

Il variegata di B. implica backcrossing ripetuto. Accoppiamenti iniziali

doveva comportare donne di v di B.. scabra e maschi di occidentale

V di B. europeo. variegata, ed accoppiando poi della donna

Progenie di F1 al tipo di Carpathian/western. Il contatto

tra i due gruppi luogo prese su un'area larga, e

in una regione geograficamente complessa del serbo orientale

Montagne, creando le opportunità multiple per ripetuto

accoppiamenti di intergroup. Il contatto accadde in estremamente dinamico

panorami di postglacial, caratterizzati da estinzioni locali

e le colonizzazioni con dispersione di leptokurtic che rende paralleli un

clima oscillante. Sotto tali condizioni, locale genetico

pezze sono realizzate facilmente (al di et di Ibrahim. 1996). Il trasferimento

ha dovuto precedere espansione di questo gruppo all'ovest.

Attualmente, il v di B. balcanico. scabra ed il settentrionale

V DI B.. variegata occupano habitat dissimili in xeric e mesic

climi, rispettivamente (al di et di Vukov. 2006). Bombina v. scabra

abita quasi sempre piccolo, mentre fluendo lentamente ruscelli poco profondi, spesso

profondamente tagli nella pietra fondamentale, mentre v di B.. variegata

preferenze di show per pozze di pioggia provvisorie e piccolo

stagni trovati alle elevazioni di montagna più basse, mentre facendolo un migliore

colonizzatore di habitat transitori e di recente formati.

Storia demografica

Prove della neutralità selettiva non erano conclusive. Mentre

la prova di MK era significativa in tutti i tre lignaggi, la prova di H
era estesamente insignificante. Se qualsiasi cosa, queste prove suggeriscono

selezione purificatrice e debole come spesso inferì per mtDNA

(Al di et di Gerber. 2001; al di et di Elson. 2004). Tale selezione è probabile

colpire le stime di parametri demografici, ma è

non influenzare risultati significativamente qualitativi di NCA

e le analisi demografiche. Questa forma di selezione è costante

con l'assenza di introgression di mtDNAs tra

la specie di Bombina del due, nonostante episodi ripetuti di

l'ibridazione in interglacials. Dati di sequenza da altro

parti del genome sarebbero importanti per scoprire

spazzate selettive (al di et di Gerber. 2001). Comunque, selettivo

spazzate sono improbabili nel nostro caso, perché lo stesso modello

di divergenza poco profonda all'interno di clades notevole con multiplo

da vicino haplotypes relativo fu rivelato ripetutamente in tutti

lignaggi di mtDNA notevoli.

La caratteristica più evidente del demografico

storia, come rivelato da variazione di mtDNA designa, era

espansione di popolazione sostanziale in tutti ma un clade principale.

Come può essere inferito dalla maniera della distribuzione di disadattamento

centred circa il due pairwise differenzia (Tavolo 3, Fico. 5),

l'espansione era evidentemente recente. Noi attribuiamo questo

alla colonizzazione di postglacial di aree enormi prima

inospitale per Bombina. Così, l'espansione demografica

sensu stricto fu accompagnato da sostanziale geografico

espansione ma gli effetti di questi due processi possono essere

difficile da separare.

Sfortunatamente, il modello di variazione di nucleotide fra

clades del maggiore preclude disegno alcune conclusioni con riguardo

alla storia demografica che predata il LGM. Alcuno precedente

informazioni apparentemente furono annullate dai colli di bottiglia

durante l'ultimo periodo glaciale come attestato dal poco profondo

genealogie di mtDNA.
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Conclusioni

Il nostro studio dimostrò divergenza profonda del cyt b mtDNA

all'interno di Bombina, suggerendo un vegliardo, pre-Pleistocene

divida della specie, presto seguita da una divisione di Bombina

variegata in due gruppi, ora occupando il Carpathians,

ed il Balcani e l'Europa Occidentale, rispettivamente. Il

Pleistocene che refugia glaciali del Bombina europeo erano

localizzato ambo nelle aree di refugial classiche dell'Italia ed il

Il Balcani così come più al nord nel Carpathians e

bassopiani adiacenti. Espansione demografica ed espansione dopo

il LGM diede luogo ad un mosaico geografico di parapatrically

mtDNA clades distribuito. Possibili episodi ripetuti

dell'ibridazione nell'interglacials precedente non ha risultato

in mtDNA introgression tra la specie. Il complesso

storia passata ricostruì nel phylogeographical presente

studio e sostenne da variazione di allozyme designa e

il record di fossile differisce da più prime idee fondate su

biogeografia (Mertens 1928; Arntzen 1978) o allozymes

da solo (Szymura 1993). I nostri risultati offrono risposte e nuovo

l'acume nelle specifiche domande elevate da a lungo termine

indaghi su dinamiche di zona di ibrido, identità di specie e

storia. Completa ed espande sul modello di

‘l'uniformità settentrionale e ricchezza meridionale ' (Hewitt 2004).

Questo esame geografico e largo offre una struttura di base

contro che le complessità di Bombina evolutivo

storia può essere organizzata.
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