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Abstract

Morphometric variability of water frogs (Pelophylax, Ranidae) from the southwestern Balkans

The southwestern Balkans is inhabited by three endemic water frog species, Pelophylax shqgipericus, P.
epeiroticus and P. kurtmuelleri. Although these species are genetically and bioacoustically distinct from each
other, their morphological differentiation is less pronounced. In this study, we analyzed morphometric data of 215
individuals in order to evaluate their morphometric variability. Moreover, since P. kurtmuelleri is a disputable
taxon, we compared it with closely related P. ridibundus from Central Europe. The most pronounced
morphological differences expressed by the analysis of variance (ANOVA) and the discriminant analysis of the
principal components (DAPC) were found between P. kurtmuelleri and the two other Balkan species. Pelophylax
kurtmuelleri and P. ridibundus, as well as P. shqipericus and P. epeiroticus were only slightly differentiated by
morphometry, which demonstrates that the morphological characters measured do not reflect the genetic
divergence of the species.
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Uvod a formulace cile

Jihozapadni ¢ast Balkanského poloostrova obyvaji celkem tfi endemické druhy
zelenych skokant rodu Pelophylax. V oblasti Skadarského jezera a adriatického pobiezi Cerné
Hory i Albanie se vyskytuje druh P. shqipericus (Hotz, Uzzell, Giinther, Tunner & Heppich,
1987) [1]. Pelophylax epeiroticus (Schneider, Sofianidou & Kyriakopoulou-Sklavounou, 1984)
byl popsan z jezera Ioannina v Recku a jeho soucasny areal zahrnuje jih Albanie a zapadni
Recko [2]. Poslednim z vyétu endemickych zelenych skokanii je druh P. kurtmuelleri (GAYDA,
1940), jehoz taxonomicky status je vSak doposud nejasny. Od blizce ptibuzného P. ridibundus
se odliSuje zejména bioakusticky [3] a na zakladé alozymt [4]. Recentné je tak bud’ povazovan
za samostatny druh [5] nebo za evolu¢ni linii spadajici pod taxon P. ridibundus [6]. Vzhledem
k nejvétsimu arealu vyskytu, ktery se prekryva s obéma zbylymi druhy, se P. kurtmuelleri
ojedinéle kiizi jak s P. epeiroticus, tak s P. shqipericus [1,6]. Naopak, arealy posledné
zminénych druhl jsou oddéleny asi 60 km dlouhym tsekem pohoti Mali 1 Kanalit v jiZni
Albanii a k hybridizaci mezi nimi nedochazi [7]. Vzhledem k pomérn¢ jednotvarné morfologii

je systematika zelenych skokant Casto zavisla na genetickych ¢i bioakustickych znacich.
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Morfologie a morfometrie vSak piedstavuje tradi¢ni nastroj pouZivany nejen taxonomy, ale
Casto jsou zcela kliCové pro terénni biology snazici se o druhové uréeni ptfimo pii odchytu.
Proto bylo nasim cilem 1) porovnat morfometrickou variabilitu balkanskych endemitii, a 2)

morfometrickou variabilitu P. kurtmuelleri s blizce ptibuznym druhem P. ridibundus.

Material a metody

Celkem bylo v letech 2017 az 2019 odchyceno a pouzito 215 jedinct skokanii ze 13
lokalit v Albanii, Recku a Cerné Hofe (Obr.1). Z tohoto poétu bylo 61 jedinct druhu P.
shqipericus (37 samcu a 24 samic), 51 P. epeiroticus (25 samct a 26 samic) a 103 P.
kurtmuelleri (59 samct a 44 samic). Vzhledem k blizké piibuznosti P. kurtmuelleri se skokany
P. ridibundus ze stfedni Evropy, bylo pro porovnani rovnéz zahrnuto 89 jedinca tohoto druhu
pivodem ze zapadniho Slovenska. Morfometrické rozméry téchto jedinct byly méteny v letech
1997 az 2009. U kazdého jedince bylo pomoci digitdlniho posuvného méfidla zméteno pét
morfometrickych znakt: délka téla (L), délka stehenni kosti (F), délka holenni kosti (T), délka
prvniho prstu na zadni koncetiné (DP), a délka patového hrbolku (CINT).

® Pelohylax shqipericus‘
© Pelophylax kurtmuelleri
| © Pelophylax epeiroticus

Obr. 1. Lokality a jejich druhové sloZeni na jihozapadé Balkanu a na Slovensku (A). VloZena mapa (B)
ukazuje oblast jihozapadniho Balkanu 1 — Berat, 2 — Dushnik, 3 — Qazim Pali, 4 — Ksamil, 5 — Mbrostar, 6 —
Divjaké - Karavast€, 7 — Nishaj, 8 — Pogem, 9 — Xare, 10 — Zvérnec, 11 — Igoumenitsa, 12 — loannina, 13 —
Virpazar, 14 — Brodské, 15 — Cunovo, 16 — Devin, 17 — S, 18 — Sastin-Straze.

Vzorek tkané (krev €1 €lanek prstu) z kazdého jedince byl odebran a fixovan v 96%

etanolu pro nasledné molekularni analyzy. Balkanské druhy byly urCeny na zakladé
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mikrosatelitovych znakl, zatimco u skokanli ze Slovenska S§lo o kombinaci rtznych
molekularnich znakt a tato zjisténi jsou soucasti diive publikovanych praci [8,9].

Celkem pét mikrosatelitovych lokust bylo amplifikovano: Galal9 [10], RICA1b5 [11],
Rrid013A [12], RICA2a34 a Rrid135A [13].

Molekularni druhové urceni jedinci bylo realizovano pomoci Bayesovskych
statistickych metod v programu Structure 2.3.4 [14].

Statistické analyza morfometrickych znakt byla provedena v prostiedi jazyka R [15]. Z
namétenych hodnot byly vytvotfeny nejdiive poméry (L/F, L/T, L/DP, L/CINT, F/T, T/CINT,
DP/CINT), aby byl odstranén vliv velikosti méfenych jedincii [1]. Dvoucestnda ANOVA byla
pouzita k testovani rozdilii ve vypocétenych pomérech mezi druhy a pohlavimi. Pokud vysla
ANOVA statisticky vyznamna, Tukeyho HSD post-hoc test byl pouzit k mnohondsobnym
parovym porovnanim druhti za pomoci balic¢ku rstatix [ 16]. K identifikaci klustert a vzdalenosti
v mnohorozmérném prostoru byla pouzita diskrimina¢ni analyza hlavnich component (DAPC)

implementovana v balicku adegenet [17].

Vysledky a diskuze

Program Structure pfifadil jedince do skupin odpovidajicich druhtim P. shqipericus, P.
epeiroticus and P. kurtmuelleri. Navic, urCeni druhové piislusnosti v terénu odpovidalo
skute¢né druhové prislusnosti zjisténé na zakladé mikrosatelitovych znakt. Koneéné, podatilo
se potvrdit pouzitelnost morfometrickych znakti pouzitych rovnéz v diivéjsich studiich [2,3]
provedenych v oblasti jihozapadniho Balkanského poloostrova. Jedinou vyjimkou byly poméry
s pritomnosti patového hrbolku, které, pfi nasem vys$Sim pocétu analyzovanych jedinci,
vykazovaly vyssi hodnoty.

Dle vysledkit ANOVA testu se P. epeiroticus a P. kurtmuelleri 1isili v Sesti z celkovych
sedmi morfometrickych pomérech u samci a ve vSech sedmi u samic (Obr. 2). Pelophylax
shqipericus a P. kurtmuelleri se liili navzajem v Sesti pomérech u obou pohlavi. Pelophylax
kurtmuelleri a P. ridibundus se lisili v Sesti pomérech u samct, zatimco pouze ve Ctyfech
pomérech u samic. Nejmén¢ rozdilnymi porovnavanymi druhy jsou P. epeiroticus a P.
shqgipericus. U samcti nebyl ani jeden ze sledovanych poméri vyznamné odli$ny, u samic se
pak oba druhy lisily ve dvou pomeérech. Mezi morfometrické poméry nejvice rozdé€lujici
porovnavané dvojice patiily L/T, L/CINT, and DP/CINT pro P. epeiroticus a P. kurtmuelleri,
coz odpovida vysledkim [2] a L/T, L/F, F/T and DP/CINT pro P. shqipericus and P.

kurtmuelleri.
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Obr. 2. Porovnani morfometrickych poméri mezi tiemi druhy skokani (rod Pelophylax) Balkanu a
stiedoevropskym P. ridibundus * - p < 0.05, ** - p < 0.005, *** - p < 0.0005, ns — statisticky nevyznamné.

T#i hlavni komponenty byly pouzity pro DAPC analyzu. Prvni hlavni komponent
doséhla zachycené variability (eigenvalues) 12.7, tvotici 95 % z celkové variability. Zbylé dva
hlavni komponenty (PC2, PC3) dosahly vyznamné nizsich hodnot zachycené variability (0.37
a 0.29). Dohromady vSechny tfi hlavni komponenty vysvétlovaly 99 % variability. Napln
prvniho hlavniho komponentu tvofily pfedevsim indexy L/CINT a T/CINT jako proménné. U
druhého hlavniho komponentu to pak byl L/DP pomér jako proménnd, a v ptipadé tfetiho

hlavniho komponentu to byl pomér T/CINT.
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Diskrimina¢ni analyza ukazala pomérné¢ znaény pickryv vSech étyt druht (Obr. 3).
Centroidy dvojic P. epeiroticus a P. shqipericus, stejn¢ jako P. ridibundus a P. kurtmuelleri
jsou situovany blizko sebe v ramci mnohorozmérného prostoru. Je vsak ziejmé, ze dvojice P.
epeiroticus a P. shgipericus je v tomto prostoru vice vzdalena P. kurtmuelleri. Naopak,
morfometricka rozdilnost P. ridibundus a P. kurtmuelleri byla daleko méné ziejma a oba taxony

jsou si na zaklad¢ pouzitych znakti podobné.

DA eigenvalues

Pelophylax epeiroticus
» Pelophylax kurtmuelleri
* Pelophylax ridibundus

Pelophylax shqipericus

Obr. 3. Diskriminaé¢ni analyza hlavnich komponenti u téi druhi skokani (rod Pelophylax)
Balkanu a stfedoevropskym P. ridibundus

Zavér

Analyza morfometrickych znaki u tfi druhti zelenych skokant endemickych pro oblast
jihozapadu Balkanského poloostrova prokazala odliSitelnost syntopicky se vyskytujicich druha.
Naopak, blizce ptibuzné druhy, P. kurtmuelleri a P. ridibundus vykazuji ve zvolenych znacich
znacnou podobnost. A konecné, nejvice podobné druhy se ukazaly taxony bez vzajemného

kontaktu - P. epeiroticus a P. shqipericus.
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