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Abstract

Molecular phylogeny and evolutionary history of the genus Natrix, with notes on the intraspecifc
diferenti ati on o/N. natrix

trix, our data clearly support a European origin for the species and suggest that at least five evo-
lutionary lineages can be distinguished on the Eurasian mainland. These lineages correspond to
populations from (r) the lberian peninsula, (z) Italy, western Germany, France, and England, (3)
Germany east ofthe river Rhine and Scandinavia, (4) the Balcans and southern Greeci, and (5)
Tyrkey, the Caucasian countries, Russia and Kazakhstan. A comparison ofthese lineages with the
phenotypically derived subspecies in N. natrix supports the existence of a contact zo;e between
two distinct taxonomical lineages in central Europe as well as the differentiation of the Iberian
(N. n. astreptophora) and, western European populations (N. n helvetica).
Key words: Natrix natrix, grass snake, phylogeography, systematics, mitochondrial genes: cyto-
chrome b, NDr, NDz, NDa.

R6sumd

Phylogenie moldculaire et histoire de l' |volution du genre Natrix, avec des remarques concernant
la subdivision de I'espdce N. natrix

Nous avons 6tudi6 les sdquences de quatre gdnes mitochondriaux pour €clairer la phylog€nie et
I'historique de l'6volution du genre Natrix etlavariabilit6 intrasp6cifique d.e N. natrix. En tenant
comPte d'informations fossiles et paldogdologiques, nous avons recouru aux diffdrences entre
ces s€quences pour dater l'apparition des principales divergences ir I'aide d' une n horloge mo-
ldculaire r. Nos donndes corroborent clairement une phylog6nie plagant N. maura ir la base et
ddsignant N. natrix et N. tessellata comme des branches filles. Avecdes taux d'dvolution s€levant

clairement que I'espdce est d'origine europdenne et quhux moins cinq ligndes g6n6tiques peu-
vent etre distingudes sur le continent eurasien. Ces lignies correspondent aux populations ib6ri-
ques (r), italiennes, frangaises, anglaises et ouest-allemandes (z), germaniqueJ (a I'Est du Rhin)
et scandinaves (3), balkaniques et helldnes (4), turques, caucasiennes, russei et kazakhes (5). Une
comparaison avec les sous-espdces de N. natrix d6finies selon le phdnotype confirme I'existence
d'une zone de contact entre deux ligndes taxonomiques distinctes en Europe centrale, ainsi que
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la diff6renciation entre les populations ibdriques (N. n. astreptophora) et d'Europe occidentale
(N. n. helvetica\.

Mots-cl6s: Natrix natrix, couleuvre ir collier, phylogdographie, syst6matique, gCnes mitochon-
driaux: cytochrome b, NDr, NDz, ND4.

Zusammenfassung

Um die Phylogenie und Evolutionsgeschichte der Gattung Natrix ztt analysieren und die inne-
rartliche Variabilitiit vonN. natrix zu beleuchten, untersuchten wir Sequenzen von vier mito-
chondrialen Genen. Unter Einbezug fossiler und paldogeologischer Informationen verwendeten
wir diese Sequenzunterschiede, um mithilfe einer ,,molekularen Uhr" die wichtigsten Divergen-
zereignisse zu datieren. Unsere Daten unterstiitzen klar eine Gattungsphylogenie, in der N. mau-
ra an basaler Position steht und N. natrix und N. tessellafa Schwesterarten darstellen. Mit Evo-
lutionsraten von r-r,35 7o Sequenzdivergenz pro eine Million )ahre und genetischen Distanzen
von 8,4-14,5 7o zwischen den Arten und bis zu 8,9 Vo innerhalb der Arten ldsst sich der Ursprung
der drei rezenten Arten auf das Mittlere Miozdn und der Beginn innerartlicher Differenzierung
auf das Spiite Mioziin datieren. Die innerartliche genetische Variation ist in allen drei Arten ge-
ographisch klar strukturiert. Obwohl die derzeitige Probenauswahl noch ungeni.igend ist, um
die innerartliche Differenzierung von N. natrix umfassend zu diskutieren, lassen unsere Daten
keinen Zweifel daran, dass N. natrix einen europdischen Ursprung hat und aufdem eurasischen
Festland mindestens fi.inf genetische Linien unterschieden werden krinnen. Diese Linien umfas-
sen Populationen von (r) der Iberischen Halbinsel, aus (2) Italien, West-Deutschland, Frankreich
und England, (3) Deutschland tistlich des Rheins und Skandinavien, (4) den Balkanldndern und
Siid-Griechenland und (s) der Tiirkei, den Kaukasusldndern, Russland und Kasachstan. Ein Ver-
gleich dieser Linien mit den phdnotypisch begri.indeten Unterarten von N. natrix bestiitigt die
Existenz einer Kontaktzone von zwei unterschiedlichen taxonomischen Linien in Mitteleuropa
sowie die Diferenzierung der iberischen (N. n. astreptophora) und westeuropdischen Populati-
onen (N. n. helvetica).

Schlagworter: Natrix natrix, Ringelnatter, Phylogeographie, Systematik, mitochondriale Gene:
Cytochrom b, NDr, NDz, ND4.

I Einleitung

Noch immer sind viele Fragen zur Evolutionsgeschichte und innerartlichen Gliede-
rung der europeischen Wassernattern der Gattung Nafrix ungekliirt (BoHnE 1999, KA-
BISCH 1999). Die Gattung Natrix umfasst nach derzeitigem Kenntnisstand drei Arten,
Vipernatter N. maura (LrNNenus, rZS8), Wi.irfelnatter N. tessellata (LeunrNrr, 1768)
und Ringelnatter N. natrix (LrwNeEus, 1758). Die Validit?it einer vierten Art, der GroB-
kopf-Ringelnatter N. megalocephala (Onrov & TuNryEv 1987), wird in Frage gestellt
(Bouur 1999). Von den drei anerkannten Arten weist N. natrix die gr<i3te okologische
Toleranz auf und ist am weitesten verbreitet. Ihr Verbreitungsgebiet reicht im Norden
von England und Wales iiber Skandinavien, Finnland ostwdrts durch Russland bis zum
Baikalsee. Die Ringelnatter kommt inganz Mittel- und Si.ideuropa vor und ist im Mitt-
leren Osten und reliktdr in Nordafrika beheimatet (Keuscu 1999). Im Gegensatz dazu
sind N. tessellata und N. maura auf warmere Gebiete im Siiden Europas und Zentrala-
siens beschrdnkt und zeigen eine engere Bindung an aquatische Habitate a\s N. natrix.
N. maura kommt in Nordwest-Afrika, auf der Iberischen Halbinsel und nordwdrts bis
nach Mittel-Frankreich vor (ScuArrI 1999).N. tessellata ist in Italien, auf dem Balkan,
in Kleinasien, dem Nahen Osten und in Mittelasien bis nach China hinein beheimatet
(Gnuscnwrrz et aI. 1999). Isolierte Randpopulationen leben zudem in Deutschland
und der Tschechischen Republik. Wiihrend N. natrix mit den beiden anderen Arten
iiber gro3e Gebiete sympatrisch vorkommt, tiberlappen sich die Verbreitungsgebiete
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von N. mauravndN. tessellata nur in einem kleinen Gebiet in Nordwest-Italien.
Fragen zur infraspezifischen Taxonomie sind fi.ir alle drei Arten noch nicht abschlie-

Bend gekldrt. N. maura gilt derzeit als monotypisch. Innerhalb von N. tessellatawurde
die Population der ukrainischen Schwarzmeerinsel Ostrov Zmeinyi als Unterart N. f.
heinrothi (HEcHt r93o) von allen iibrigen Populationen abgegrenzt. Diese Untertei-
lung ist jedoch sehr zweifelhaft (GnuscHwrrz et al. 1999). Ftir N. natrix sind basie-
rend auf phiinotypischen Merkmalen zundchst r3 Unterarten beschrieben worden (s.
KluscH 1999), von diesen erkldrte THonpE (1979) nach einer detaillierten morpho-
logischen Analyse jedoch nur noch vier ftr giiltig. Zwei davon sind Inselformen, N.
n. cetti auf Sardinien und N. n. corsa auf Korsika, die anderen beiden Unterarten, N.
n. helvetica und N. n. natrix, trennen die Populationen auf dem eurasischen Festland
westlich und ostlich einer schmalen Kontaktzone. Diese verlduft von Norditalien i.iber
West-Deutschland zur Nordsee.

In der Fossilgeschichte taucht die Gattung Natrix erstmals im friihen Oligoziin auf.
Der fri.iheste Vertreter wurde als N. mlynarski (Rncr rg88) beschrieben und stammte
aus Frankreich (IveNov zoor, RecE & Aucr 1994). Eine Reihe weiterer Arten ist aus
dem Friihen Miozdn bekannt. Eine Ausnahme bildet ein Fund aus dem Mittleren Mi-
ozdn, bei dem es sich nach Meinung von lveNov (1999, zooz) bereits um einen friihen
Vertreter von N. natrix handeln kcinnte. Alle anderen eindeutig den rezenten Arten zu-
zuordnenden Fossilien der Gattung Natrix sind erst aus dem Oberen Plioz?in und dem
Pleistozdn bekannt.

Au8er diesen Fossilfunden gab es bislang wenige Informationen, die Licht auf die
Evolutionsgeschichte der Gattung hdtten werfen kcinnen. Basierend auf seinen mor-
phologischen Analysen stellte Tnonpn 0gZg, r984a, r984b) die Hypothese auf, dass sich
die zwei von ihm aufdem eurasischen Festland unterschiedenen Unterarten von N. na-
trix durch Uberdauerung in unterschiedlichen Refugien wdhrend des Pleistozdns von-
einander differenziert haben kcinnten. Ein dhnliches Szenario wurde allgemein auch
fi.ir die Differenzierung von N. maura und N. tessellata diskutiert, die gemeinhin als
Schwesterarten betrachtet wurden.

Wir haben mithilfe von DNA-Sequenzen von vier mitochondrialen Genen (r.) die
Verwandtschaftsverhdltnisse zwischen den drei anerkannten Natrix-Arten untersucht,
(2.) die innerartliche Differenzierung der Arten analysiert und (3.) unter Verwendung
einer molekularen Uhr eine Hypothese zur zeitlichen Einordnung der wichtigsten Di-
vergenzereignisse und zur Evolutionsgeschichte der Gattung aufgestellt (GurcrrNc et
al. zoo6). In der hier vorliegenden Darstellung fassen wir die wichtigsten Ergebnisse
aus dieser Studie zusammen. Dabei stehen die Phylogenie und Evolutionsgeschichte
der Gattung sowie die innerartliche Differenzierung von N. natrix im Vordergrund.

2 Material und Methoden

Das verwendete Probenmaterial (Tab. r) wurde so gewdhlt, dass von jeder Art Indi-
viduen von moglichst weit voneinander entfernt liegenden Fundorten beriicksichtigt
wurden, um die intraspezifische Variabilitiit der Arten bestmciglich zu erfassen (Abb. r).
Eine Sequenz von Nerodiafasciata diente bei der phylogenetischen Rekonstruktion als
Au3engruppe. Von N. megalocephala sowie aus den <istlichsten Regionen des Verbrei-
tungsgebietes und zahlreichen Inselpopulationen von N. natrix standen keine Proben
zur Verftigung. Allerdings konnte es sich bei den zwei als N. natrix bestimmten Pro-
ben aus Armenien und Georgien aufgrund des Herkunftsortes theoretisch auch um N.
megalocephala handeln. Beide Arten kommen in der siidlichen Kaukasusregion syntop
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vor (Onrov & TuNtlev 1999) und sind phiinotypisch nur schwer zu unterscheiden,
eine Fehlbestimmung wdre demnach denkbar. Uns lagen jedoch keine Belegexemplare
vor. Die nach unseren Daten fehlende Difrerenzierung zwischen diesen beiden und den
anderen Tieren von N. natrixwirde die ohnehin umstrittene Existenz von N. megalo-
cephala weiter in Frage stellen.

Da ausfiihrliche Beschreibungen zu den verwendeten Labor- und Auswertemetho-
den bei GurcrrNc et al. (zoo6) nachgelesen werden kc)nnen, soll hier nur ein kurzer
Uberblick mit den wichtigsten Informationen gegeben werden. Als Probenmaterial
dienten in Ethanol bzw. Puffer aufbewahrte Gewebe- oder Blutproben, die im Freiland
gesammelt oder von Museumstieren entnommen worden waren. Die DNA wurde nach
Standardrezepten isoliert. Anschlie3end wurden die gewiinschten Zielfragmente der
vier untersuchten mitochondrialen Gene (Cytochrom b, rn7 Nukleotide; NADH-De-
hydrogenase Untereinheit r, 964 Nukleotide; NADH-Dehydrogenase Untereinheit 2,
rozg Nukleotide, und eine Teilsequenzder NADH-Dehydrogenase Untereinheit 4, 696
Nukleotide) mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert und anschlief3end
auf automatischen Sequenzierern sequenziert. Die Sequenzen der dabei verwendeten
Primer sind bei Gurcxrwc et al. (zoo6) aufgelistet. Ein wesentlicher Teil der Sequen-
zierungen wurde von R. LewsoN am Osher Foundation Laboratory in San Francis-
co erstellt. Alle Sequenzen wurden auf ihre Richtigkeit kontrolliert und anschlieBend
manuell aligniert (beim Alignieren werden homologe Positionen der DNA-Sequenzen
untereinander geschrieben, damit sie bei der computergestiitzten Analyse als solche zu
erkennen sind).

Da sich die Daten der vier Gene nicht wesentlich hinsichtlich ihrer phylogene-
tischen Information unterschieden (GurcxrNc et al. zoo6), wurden die Sequenzen fi.ir
die Stammbaumrekonstruktion kombiniert. Das den hier gezeigten Stammbdumen
zugrunde liegende Sequenz-Alignment hatte damit eine Gesamtldnge von 38o6 Nu-
kleotiden. Die phylogenetischen Rekonstruktionen wurden mit den kriteriumsbasier-
ten Methoden Maximum Parsimony (MP) und Maximum Likelihood (ML) unter Ver-
wendung des Programms PAUP 4.obro (Sworrono zoor) durchgefiihrt sowie nach
der Bayes'schen Inferenz-Methode mit dem Programm MTBAYES v. 3.ob4 (HuElseN-
nncx & RoNeursr zoor). Fi.ir die Rechnungen nach Bayes'scher Inferenz und Maxi-
mum Likelihood wurde das Evolutionsmodell TrN+I+G mit den von dem Programm
MODELTEST v. 3.o6 (Poseoa & CnaNoelL rgg8) spezifizierten Parameterwerten zu-
grunde gelegt. Die Verldsslichkeit der gefundenen Gruppen wurde mithilfe von Boot-
strap-Werten iiberpriift (rooo Wiederholungen bei Maximum Parsimony, 5oo bei Ma-
ximum Likelihood). Genetische Distanzen zwischen den Arten sowie zwischen evolu-
tiven Linien innerhalb von N. natrixwtrden mithilfe des Software-Programms MEGA
v. z.r (Kuunn et al. zoor) berechnet. Als Distanzma3 werden die unkorrigierten p-Di-
stanzen angegeben, da diese den zeitlichen Datierungen zugrunde liegen und sich am
ehesten mit Werten anderer Arbeiten vergleichen lassen.

Um die wichtigsten Divergenzereignisse mithilfe einer ,,molekularen Uhr" zeitlich
einordnen zu ktinnen, musste diese Uhr zuniichst kalibriert werden. Dafiir wurden ver-
schiedene Methoden verwendet, denen entweder Fossildaten oder paldogeographische
Informationen zugrunde lagen. Eine genaue Darstellung dieser Berechnungen ist in
GuIcrINc et al. (zoo6) beschrieben und diskutiert worden. Fiir die vorliegende Arbeit
soll es ausreichen, die errechneten Evolutionsraten zu nennen. Sie betragen fiir die drei
ArtenN. maura,N.natrixundN.tessellatarvo,r,zsoloundr,35oloSequenzdivergenzpro
eine Million |ahre unabhiingiger Evolution und liegen damit in einer ?ihnlichen Gro-
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Tab l. Probenliste mit Angaben zur Art und Herkunft der beriicksichtigten Proben. Die Num-
mern beziehen sich auf die Angaben in Abb. l. In der zweiten Spalte sind die in den Abb. 2 und 3
verrr'endeten Bezeichnungen aufgeftihrt. List of sample localities of this study. Numbers refer to
those given in Fig. l. In the second column the IDs used in Fig. 2 and 3 are indicated.

Nr. Bezeichnung Art
in Abb. z und 3

Herkunft

Nerodia fasciata
r Nm Marokko
z Nm Tunesien

3 Nm Spanien S
4 Nm Spanien NO

5 Nm Frankreich
6 Nm Italien

7 Nt Iran W
8 Nt Griechenland S
9 Nt Agypten
ro Nt Jordanien
rr Nt Armenien
12 Nt Tschetschenien
13 Nt Georgien
14 Nt Usbekistan
15 Nt Kasachstan O
16 Nt Tiirkei NW
17 Nt Kreta
18 Nt Bulgarien
19 Nt Rumdnien
20 Nt Italien NO
2r Nt ltalien S
22 Nn Spanien S
23 Nn Spanien NO
24 Nn Italien S
25 Nn Italien N
z6 Nn Frankreich
27 Nn England S
28 Nn Deutschland W
29 Nn Deutschland S

30 Nn Schweden S

3r Nn Ddnemark

32 Nn Griechenland S
j3 Nn Rumdnien O

34 Nn Ruminien NW

35 Nn Slowenien

36 Nn Bulgarien

37 Nn Tiirkei NW

l8 Nn Tiirkei Z

39 Nn Armenien

40 Nn Georgien

4r Nn Russland r

42 Nn Russland z

43 Nn Russland 3

Nerodia fasciata USA, Florida, Citrus Co.

Natrixtessellata Iran,Kermanshah
Natrixtessellata Griechenland,Iodnnina
Natrix tessellata Agypten
Natrixtessellata fordanien,Jarash
Natrixtessellata Armenien,Geolazar
Natrixtessellata Tschetschenien,SchelkovskayaDist.
Natrix tessellata Georgien, Agara
Natrixtessellata Usbekistan,Kungrad
Natrix tessellata Kasachstan, Ili Fluss
Natrixtessellata Ti.irkei,Yenicaga
Natrixtessellata Griechenland,Kreta
Natrixtessellata Bulgarien,Sozopol
Natrixtessellata Rumdnien,Cluj-Napoca
Natrix tessellata Italien. Grado
Natrix tessellata ltalien, Torre de Lato

Natrix maura
Natrix maura
Natrix maura
Natrix maura
Natrix maura
Natrix maura

Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix Ddnemark

Marokko, Tituan Prov.
Tunesien, Tameghza
Spanien, Cadiz Prov.
Spanien, Katalonien, Osona Dist.
Frankreich, Dept. Herault
Italien, Voghera

Spanien, Cadiz Prov.
Spanien, Katalonien, Osona Dist.
Italien, Torre San Gennaro
Italien, Ticino
Frankreich, bei Paris
England, Kent
Deutschland, Kelkheim/Taunus
Deutschland, Radolfzell
Schweden, Smiland

Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix

. Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix
Natrix natrix

Griechenland, Iodnnina
Rumdnien, Tulcea
Rumdnien, Cluj-Napoca
Slowenien, Zalec
Bulgarien, Malko Turnovo Dist.
Ti.irkei, Yenicaga
Tiirkei, Sarkale
Armenien, Ankavan
Georgien, Batumi
Russland, Tula Dist.
Russland, Rybachy
Russland, Samara Region

44 Nn Kasachstan NW Natrix natrix Kasachstan, Emba Fluss
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Abb. l. Fundorte der Proben von N. maura (schwarze Symbole), N. tessellata (gepunktete Sym-
bole) und N. natrix (offene Symbole). Fiir N. nafnx ist die Zugehorigkeit der Proben zu den fiinf
in dieser Arbeit definierten Evolutionslinien durch unterschiedliche Symbolformen angegeben.
Die Zahlen entsprechen der Zuordnung in Tab. l.

Localities for samples of N. maura (black symbols), N. tessellata (dotted symbols) und N. natrix
(open symbols). For N. natrix, different symbols identify samples belonging to the five evoluti-
onary lineages defined in this study. Numbers refer to samples indicated in Tab. l.

Benordnung wie fiir andere Squamaten angenommen wird (2. B. Ouvnrno et al. 2ooo,
Necv et al. zoo4). Da das Verfahren der molekularen Uhr nicht unproblematisch ist,
sollten die angegebenen Divergenzzetten nur als Schdtzwerte verstanden werden.

3 Ergebnisse

Von insgesamt 45 untersuchten Individuen wiesen 44 unterschiedliche Sequenzen atf .
Lediglich bei zwei Tieren von N. natrix atJS England und Nordwest-Frankreich waren
alle 38o6 sequenzierten Basenpositionen identisch. Mit r3oo Positionen wat€rr J!,2 o/o

des gesamten Datensatzes variabel. Zus?itzlich wiesen alle Sequenzen von N. tessellata
nahe des Anfangs vom ND r Gen eine Deletion von drei Basen auf.

Die Topologie der phylogenetischen Bd'ume unterschied sich nur geringftigig in Ab-
hdngigkeit von der verwendeten Rekonstruktionsmethode. Alle Bdume unterstiitzten
zweifelsfrei die Monophylie der drei Arten und wiesen eindeutig und entgegen bishe-
riger Hypothesen N. natrix und N. tessellata als Schwesterarten aus (Bootstrapunter-
stiitzung MP: 93 o/o,ML: roo 7o). N. maura erschien hingegen in allen Bdumen an ba-
saler Position (Abb. z). Die innerartliche Variation war bei allen drei Arten sehr grof3

Natrix maurai
o
Natrix ,essellatal

,lbeische Halbinsel"

* ,westeuropa und ltalien"

Q ,Mitteteuropa"

[,e"t t ."n '

O ,Osteuropa und Kleinasien"
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und lie3 deutlich die Existenz mehrerer klar voneinander getrennter Evolutionslinien
erkennen. Ein umfangreicherer Datensatz zur innerartlichen genetischen Variation
von N. maura und N. tessellata, der auf mitochondrialen Cytochrom b Sequenzen und
nukledren Inter Simple Sequence Repeats-PCR Fingerprint-Daten beruht, ist in Gur-
cKING (2oo4) ausgewertet worden. Danach kcinnen in N. maura mindestens drei Lini-
en unterschieden werden, die jeweils Populationen aus Marokko, Tunesien und Europa
einschlieSen. Da die afrikanischen Linien an basaler Position erscheinen, Iiegt der Ur-
sprung der Art hcichstwahrscheinlich in Nordafrika .ln N. tessellafa lassen sich minde-
stens neun genetische Hauptlinien unterscheiden. Die drei basalsten Linien umfassen
Populationen aus dem Iran, aus Aglpten und fordanien und aus Siid-Griechenland.
Weitere Linien schlie8en die Populationen von der ti.irkischen Halbinsel, aus dem Kau-
kasus sowie den nordlich angrenzenden Steppengebieten, vom Aralsee und aus dem
cistlichen Verbreitungsgebiet ein. Ein Schwestergruppenverhdltnis wurde zwischen
zwei Linien gefunden, von denen eine aufKreta und die andere aufdem europlischen
Festland verbreitet ist. Innerhalb von N. natrixlassen sich nach den bislang zur Ver-
ftigung stehenden Daten mindestens ftinf geographisch gut getrennte Linien auf dem
europdischen Festland unterscheiden (Abb. r und Abb. z). Diese Linien umfassen Tiere
von (r) der Iberischen Halbinsel, aus (z) Italien und Westeuropa, (3) Mitteleuropa und
Skandinavien, (+) den Balkanldndern und Siid-Griechenland sowie (5) der Ttirkei, den
Kaukasusldndern, Russland und Kasachstan. Zu der letzten Gruppe wurde auch ein
Tier von der bulgarischen Schwarzmeerki.iste geziihlt, das von den anderen Tieren der
Linie jedoch deutlich differenziert war. Die basale Position im phylogenetischen Baum
nahm die Linie der Iberischen Halbinsel ein. Fiir alle fiinf Linien lag die Bootstrapun-
tersttitzung bei roo o/o, sowohl nach dem MP- als auch nach dem Ml-Kriterium.

Paarweise genetische Distanzen zwischen den drei Arten sowie zwischen den fi.inf
innerhalb von N. natrix unterschiedenen Linien sind in Tab. 2 zusammengestellt. Die
zwischenartlichen genetischen Distanzen lagen ftir alle drei Artenpaare dicht beiei-
nander. Der geringste Wert wurde zwischen N. maura und N. natrix gefunden (r3,4 o/o),

der gro3te Werte zwisch en N. maura und N. tessellata Q4,5 v"). Die mittlere genetische
D istanz der Gattu ng N atr i x zur Au3engruppe N ero di a fa s c i at a b etr ug r7,z o/o. D ie inne -

rartliche Variabilitdt war bei N. tessellata mit einem Maximalwert von 8,9 o/o Sequen-
zdivergenz am hochsten und bei N. maura mit 5,3 o/o am niedrigsten. N. natrix nahm
bei diesem Vergleich mit einer maximalen innerartlichen Distanz von7,S % die Mittel-
position ein. Die durchschnittliche Distanz zwischen den fiinf Evolutionslinien von N.
natrixlagzwischen 4,7 o/o und Z3 7o Sequenzdivergenz (Tab. z).

Um die zeitliche Einordnung der Divergenzereignisse zwischen den Arten bzw. in-
nerartlichen Linien zu veranschaulichen, wurde mithilfe der Maximum-Likelihood-
Methode ein Chronogramm berechnet. In einem Chronogramm ist die Astliinge pro-
portional zur Ze\t, weswegen eine Zeitskala angelegt werden kann. Bei der in Abb. 3
gezeigten Darstellung wurde diese Skala mithilfe paldogeographischer Ereignisse ka-
libriert. Dabei wurde die Trennung der afrikanischen und europdischen Populationen
von N. maura auf etwa 5 Mio. fahre geschdtzt (dies entspricht dem Ende der messi-
nischen Salinititskrise) und die Abspaltung von N. maura von den anderen beiden
Arten auf maximal zo Mio. )ahre (entsprechend der erstmaligen Kollision des afri-
kanischen und eurasischen Kontinents, s. Diskussion). Ahnliche Ergebnisse wurden
erhalten, wenn die Divergenzzeiten mithilfe der genetischen Distanzen und den ge-
schdtzten Evolutionsraten von rVo, r,2i 7o und r,35 o/o Sequenzdivergenz pro eine Milli-
on Jahre fiJ.rr N. maura, N. natrix und N. tessellata berechnet wurden.

22



Molekulare Phylogenie und Evolutionsgeschichte der Gattung Nafrix

4 Diskussion

4.1 Eine Hypothese zur Evolutionsgeschichte der Gattung Natrix

Die hier dargestellten, auf molekularen Methoden beruhenden Daten zur Phyloge-
nie und Divergenzzeiten von N. natrix, N. maura und N. tessellata widersprechen den
tiiiheren Hlpothesen zur Evolutionsgeschichte der Gattung (vgl. Einleitung). Wiih-
rend bislang N. maura und N. tessellata als Schwesterarten galten, unterst0tzen die ge-
netischen Daten klar eine Gattungsphylogenie, in der N. maura an basaler Stelle steht
und N. natrixundN. tessellata Schwesterarten darstellen. AuSerdem sprechen die mo-
lekularen Daten dafiir, dass sich die drei Natrix-Artei bereits seit dem Mittleren Mi-
ozdn unabhdngig voneinander entwickelt haben. Diese zeitliche Einordnung wird zu-
sdtzlich gestiitzt durch die von IvnNov (1999, zooz) aufgestellte Hlpothese, dass es sich
bei einem zundchst als N. longivertebrata (SzyNpran, 1984) beschriebenen Fossil aus
dem mittleren Miozdn bereits um eine fossile Unterart von N. natrixhandeln kcinnte.
Die innerartliche Differenzierung setzte nach unserer Datierung bei allen drei Arten
am Ubergang vom Miozdn zum Pliozdn ein. Eine wesentlich spdtere pleistozdne Auf-
spaltung wie sie THonpr Q979, r984a, r984b) ftir die zwei gro8en Festlandunterarten
von N. natrix vorgeschlagen hatte und wie sie fiir die Auftrennung der beiden Arten
N. maura und N. tessellata diskutiert wurde, scheint nach unseren Daten iu8erst un-
wahrscheinlich.

Paldontologische Daten (IvaNov zoor, Rnce & Aucr 1994) und die derzeitigen Ver-
breitungsgebiete der rezenten Natrix-Arten sprechen dafiir, dass die Gattung ihren Ur-
sprung im si.idlichen Asien hatte (vgl. auch HrcHr r93o). Des Weiteren lassen die heu-

Tab. 2. Paarweise genetische Distanzen (unkorrigierte p-Distanzen; Mittelwert t Standardab-
rveichung) fiir den kombinierten Datensatz von vier mitochondrialen Genen a) zwischen den
drei Natrix-Arten und b) zwischen den fiinf innerhalb von N. natrix unterschiedenen Evoluti-
onslinien. Die Werte auf der Diagonalen geben maximale genetische Distanzen innerhalb der
ArteniLinien an.
Pairwise genetic distances (uncorrected p-distances; mean + standard deviation) ofthe combined
data set of four mitochondrial genes a) between the three Nafrix species and b) between the five
evolutionary lineages identified in N. natrix. Yalues on the diagonal represent maximum values
of within species/lineages divergence.

a)

N, maura N. tessellata N, natrix

N, maura oro53

N. tessellata o,r45 + o.oo5

N, natrix o,r34 + o.oo5

o,o89

0,139 + o.oo5 0to75

b)

N, natrix

r Iberische Halbinsel

z West-Europa und Italien

3 Balkan

4 Mittel-Europa

5 Ost-Europa und Klein-
asien

o,oo5

0,068 + o,oo4 o,o2'

0,068 t o,oo4 o,o17 + o,oo4

o,o73 + o,oo4 o,o65 + o,oo4

0,069 + o,oo4 o,o6o + o,oo4

o,or2

o,o52 + o,oo4 o,oo2

o,o47 + o,oo3 0,052 + o,oo4 0ro29
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Abb. 2. Bayes'sches Inferenz-Phylogramm fiir die GattungNatrix, basierend auf den Sequenzen
von vier mitochondrialen Genen (cyt b, NDl, ND2, ND4). Nerodia fasciata diente als AuSen-
gruppe. Die Zahlen geben die Bayes'schen Wiederfindungswahrscheinlichkeiten gefolgt von
Bootstrap-Werten der Maximum Likelihood-Analyse an (500 Wiederholungen). Die Baumto-
pologie enderte sich in Abhiingigkeit von der Rekonstruktionsmethode kaum.

Bayesian inference phylogram for the genus Natrix, based on sequences from four mitochondrial
genes (cyt b, NDI, ND2, ND4). Nerodia fasciata was used for outgroup rooting. Numbers are
clade credibility values from the Bayesian analysis followed by maximum likelihood bootstrap
values (500 replicates). Phylogram topologies were very similar independent of the reconstruc-
tion method used.
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tigen Verbreitungsgebiete der basalen Linien darauf schlie8en, in welchen Regionen
sich die drei rezenten Arten entwickelt haben. Danach kann ftir N. maura ein afrika-
nischer Ursprung angenommen werden, N. tessellata hat sich wahrscheinlich in Siid-
westasien entwickelt und N. natrixist wahrscheinlich durch Fragmentierung aus einer
friiheren europdischen Population hervorgegangen. Basierend auf diesen Daten und
Annahmen haben wir ein alternatives Szenario zur Evolutionsgeschichte der Gattung
Natrix entworfen (GuIcrINc et al. zoo6).

Dieser Hypothese zufolge hat sich eine friihere, in Siidasien lokalisierte Ursprungs-
population iiber eine Landbriicke, die in Folge der erstmaligen Kollision der afroara-
bischen und eurasischen Platten vor etwa 18-2o Mio. Iahren zwischen Afrika und Asien
entstanden war, nach Afrika ausbreiten kdnnen. Als sich der Seeweg vom Mittelmeer
zum Indischen Ozean im Mittleren Miozdn erneut ciffnete, wurden die afrikanischen
und eurasischen Populationen getrennt und begannen sich unabhdngig voneinander
zu entwickeln. Wihrend die afrikanische Population die Linie hervorbrachte, aus der
die rezente N. maura entstand, entwickelte sich die eurasische Population zu N. natrix
und N. tessellata. Die Diferenzierung von N. natrix und N. tessellata konnte Folge ei-
ner Fragmentierung der urspriinglichen Population ncirdlich und siidlich der Parate-
thys gewesen sein. Dieser Meeresteil erstreckte sich i.iber groSe Zeitrdume des Miozdns
zwischen Zentraleuropa und Mittelasien (Rocr & SrnrNrncnn rg8+). Wdhrend sich
die nordliche Population nach Europa ausbreitete und dort die rezente N. natrixher-
vorbrachte, blieb die siidliche Population in Siidwestasien und entwickelte sich zu N.
tessellata.

Das Einsetzen der innerartlichen Differenzierung der drei Natrix-Arten konnte eine
Folge der sich dndernden Klimabedingungen am Ubergang vom Miozdn zum Pliozin
gewesen sein (CnowrEv & Nonrn r99r). Im Zuge dieser Klimaschwankungen kam
es wahrscheinlich zu gro8fliichigen Aussterbeereignissen sowie zur Fragmentierung
vieler Populationen, die nur in klimatisch begiinstigten Refugien iiberleben konnten.
Diese Auswirkungen waren im Norden wahrscheinlich stlrker ausgeprdgt als im wir-
meren Siiden, was eine mtigliche Erklirung dafiir liefern wtirde, dass sich die weiter
nordlich verbreitete N. natrix hinsichtlich ihrer cikologischen und morphologischen
Merkmale stdrker differenzierte als die beiden anderen Arten. Arealexpansionen tiber
das wdhrend der messinischen Salinitiitskrise vor 5-6 Mio. fahren (HsO et al. ryZZ)
ausgetrocknete Mittelmeerbecken und die anschlie8ende Isolation der Populationen,
nachdem das Mittelmeer vor etwa 5,3 Mio. Jahren wieder i.iberflutet wurde, fiihrten
wahrscheinlich zu einer weiteren Aufspaltung der urspriinglichen Populationen (SrEr-
NTNGER et al. 1985). Wiihrend der messinischen Salinitdtskrise haben afrikanische N.
maura wahrscheinlich die Iberische Halbinsel erreicht und europdische Populationen
von N. natrixkonnten nach Korsika und Sardinien vorgedrungen sein.

4.2Die genetische Differenzierung von N. natrix im Vergleich mit bestehenden
Unterart-Konzepten

Von den drei Natrix-Arten ist N. natrix aufgrund ihrer starken phiinotypischen Varia-
tion die einzige, fi.ir die eine Reihe von Unterarten beschrieben wurden. Dabei werden
zurzelt zwei alternative Konzepte diskutiert. Ursprtinglich wurden r3 Unterarten bei N.
natrixunterschieden (KentscH 1999), davon sieben aufdem eurasischen Festland: N.
n astreptophora (SeonNe, 1884) auf der Iberischen Halbinsel und in Nordwest-Afrika,
N. n. helvetica (LecfrioE, r78g) in England, West-Europa, Norditalien, N. n. lanzai
(KncrrEn, r97o) in Mittelitalien, N. n. sicula (Cuvrnn, r8z9) in Kalabrien und auf Sizi-
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Abb. 3. Maximum Likelihood-Chronogramm zur zeitlichen Einordnung von Divergenzereig-
nissen innerhalb der Gattung Natrix. Die Kalibrierung der Zeitskala erfolgte mithilfi palnogi-
ographischer Informationen (s. Text).

Maximum likelihood chronogram for estimation of divergence times within the genus Natrix.
Calibration oftime scale was based on palaeogeographical evidence (see text).
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lien, N. n. natrix (Lnrw^e.Eus,r758) in Skandinavien und Mitteleuropa etwa vom Rhein
im Westen bis zum Dnjepr im Osten, N. n. persa (Perres, r8r4) auf dem Balkan, in
Kf einasien und in Transkaukasien und N. n. scutata (Perlns, r77r) ostlich des Dnjepr
bis in die Mongolei hinein. Die iibrigen sechs Unterarten sind auf Inseln beschrlnkt
bzw. im Fall von N. n. syriaca (HEcHt r93o) auf das <istlichste Mittelmeergebiet. Da wir
von den entsprechenden Fundorten kein Probenmaterial fiir unsere Untersuchungen
zur Verfiigung hatten, konnen keine Aussagen hinsichtlich der Ubereinstimmung die-
ser sechs Unterarten mit molekularen Daten gemacht werden. Nach Einschiitzung von
THonpe (rgZg) sind aufdem eurasischen Festland nur zwei Unterarten zu unterschei-
den, N. n. helvetica und N. n. natrix. Deren Populationen befinden sich westlich und
ostlich einer engen Kontaktzone, die sich von Nordost-Italien durch West-Deutschland
bis zur Nordsee erstreckt (Tuonre r984b). Um endgiiltige Aussagen dariiber treffen zu
krinnen, wie viele und welche Unterarten bei N. natrix zu unterscheiden sind, ist der
derzeitige Wissensstand nicht ausreichend (KanrscH 1999).

Alle bisherigen Arbeiten zur innerartlichen Gliederung von N. natrix beruhen fast
ausschlie8lich auf phiinotypischen Merkmalen. Die einzige Ausnahme stellt die Ar-
beit von HIue (1997) dar, die auf einer Allozym-Analyse basiert. Seinen Daten zufol-
ge wurde die Differenzierung der von Tuonpn postulierten ostlichen und westlichen
Festlandsunterarten klar unterstiitzt. Zusdtzlich wiesen die Daten von Hrrrr auf eine
deutliche Differenzierung der Tiere von Z;ypern (N. n. cypriaca, HBcsr, r93o), Sardi-
nien (N. n. cetti, Grrf, r88l) und Spanien (N. n. astreptophora)hin. Keine Bestdtigung
rsurde hingegen fiir die Eigenstiindigkeit der vierten postulierten Natrix-Art, N. mega-
locephala, gefunden.

Obwohl auch wir mit nur z3 beriicksichtigten Individuen weit davon entfernt sind,
umfassende Aussagen zur intraspezifischen Gliederung von N. natrix treffen zu kcin-
nen, scheint es interessant, die durch unsere Daten gefundenen Evolutionslinien auf
ihre Ubereinstimmung mit den phiinotypisch unterschiedenen Unterarten zu iiber-
prifen. Die geographische Verbreitung der mitochondrialen Linien ist in Abb. r durch
unterschiedliche Symbole dargestellt. Vergleichen wir diese mit den oben aufgefiihrten
geographischen Verbreitungsgebieten der historisch beschriebenen Unterarten, so las-
sen sich folgende Ubereinstimmungen und Widerspriiche finden:

Die mitochondriale Linie ,,Iberische Halbinsel" entspricht der Unterart N. n. astrep-
tophora. Die Linie ,,West-Europa und Italien'wi.irde drei der historisch beschriebenen
Unterarten umfassen, N. n. helvetica, N. n. Ianzai und N. n. sicula. Allerdings weisen
unsere Daten auf gro3e genetische Unterschiede insbesondere zwischen den italie-
nischen Tieren dieser Linie hin. Eine weitere Unterteilung der Linie,,West-Europa und
Italien'entsprechend der drei genannten Unterarten wdre insofern denkbar. Insbeson-
dere die Unterart N. n. helvetica wi.irde dann durch unsere vorldufigen Daten gut ge-
stiitzt werden. Die Linie ,,Balkan' entspricht dem westlichen Verbreitungsgebiet von
N. n. persa, schlie8t aber die asiatischen Herkunftsorte der Unterart aus. Au3erdem
tlillt nach unseren Daten ein Tier der bulgarischen Schwarzmeerkiiste nicht in diese
Gruppe. Die Linie ,,Mittel-Europa" fiillt mit dem westlichen Verbreitungsgebiet von N.
n. natrix zusammen, schlie8t jedoch wahrscheinlich die ristlichen Fundorte der Unter-
art aus, da z. B. eine Probe von der Kurischen Nehrung (Probe 42, Abb. r) einer ande-
ren mitochondrialen Linie angehcirt. Proben aus den cistlichen Verbreitungsgebieten,
die nach der herkommlichen Unterarten-Gliederung zu N. n. persa und N. n. natrix
zu zdhlen sind, gehriren nach mitochondrialen Daten einer gemeinsamen Linie ,,Ost-
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F.uropa und Kleinasieri' an.Ztsdtzlich scheint diese Linie die Tiere aus dem Gebiet von
-\'. n. -icxfdt4 zu beinhalten.

Da uns leider kein Probenmaterial von N. natrix atrs Korsika oder Sardinien zur Ver-
tirgung stand, konnen wir im Vergleich zu den vier von THonpr (1979, r984a, rg8+b)
definierten Unterarten nur hinsichtlich der beiden Festlandsunterarten Aussagen tref-
fen. Die von THonpE zuN. n. helvetica gezdhlten Populationen umfassen nach den zur-
zeit verfiigbaren mitochondrialen Daten zwei Evolutionslinien, ,,Iberische Halbinsel"
und ,,West-Europa und Italien'. Die Unterscheidung dieser beiden Linien wird auch
durch die von HIrrE (1997) gefundene starke Differenzierung spanischer Tiere bestd-
tigt. THonrrs Unterart N. n. natrix wiirde nach unseren Daten mindestens drei Linien
beinhalten, ,,Mittel-Europa'l ,,Balkan' und ,Ost-Europa und Kleinasien'. Entlang der
von THonpe beschriebenen Kontaktzone zwischen der westlichen N. r. helvetica und
der ostlichen N. n. natrix erstreckt sich nach unserer Unterteilung die Grenze zwischen
den Linien ,,West-Europa" und ,,Mittel-Europa". Die Existenz einer taxonomischen
Grenze in Mitteleuropa wird also auch durch mitochondriale Daten bestdtigt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die starke intraspezifische Va-
riabilitiit von N. natrix nach unseren vorldufigen genetischen Daten durch ein stdrker
differenziertes Unterarten-Konzept taxonomisch zutreffender beschrieben wiirde als
durch ein auf wenige Unterarten reduziertes Konzept wie es Tnonpn Oglil postuliert
hat. Aber auch die friihere Aufteilung in 13 Unterarten scheint nach mitochondrialen
Daten die genetische Diversitdt der Art nicht korrekt zu beschreiben. So wird z. B.
der genetisch klar nachweisbaren Differenzierung der Populationen vom Balkan und
aus Kleinasien nicht Rechnung getragen, wenn beide zu N. n. persa gezdrhlt werden.
Die gro3e genetische und phiinotypische Vielfalt innerhalb der Art sowie zahlreiche
Widerspriiche hinsichtlich der geographischen Verbreitung taxonomischer Einheiten
weisen auf eine sehr komplexe Evolutionsgeschichte von N. natrixhin. Um diese end-
giiltig aufzukldren, mi.issen weitere Daten erhoben werden. Dabei wdre eine Auswei-
tung genetischer Untersuchungen aufeine gro3ere Probenzahl sowie der Einbezug nu-
kledrer Marker wi.inschenswert. Eine erste Arbeit in dieser Richtung wird derzeit von
R. LewsoN, San Francisco, und Kollegen vorbereitet. Weiterfi.ihrende taxonomische
Arbeiten an der GattungNatrixwerden sich zudem mit der Frage beschdftigen mtissen,
ob die verschiedenen Evolutionslinien von N. natrix. wie auch von N. maura und. N.
tessellata, taxonomisch zutreffender als Unterarten oder als eigenstdndige Arten anzu-
sprechen sind (vgl. Tnonpr r984a, GurcrtNc zoo4). Auch um diese Entscheidung tref-
fen zu konnen, sollten Informationen von mehreren unabhdngigen Datensitzen heran-
gezogen werden. Bis eine gut begriindete Revision zur Taxonomie der GattungNatrix
vorliegt, sind sicher noch eine Reihe weiterftihrender Untersuchungen notwendig.
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