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1. Uvod

1.1. Fylogenetické postaveni rodu Leptopelis

Rod Leptopelis (resp. monogenericka podceled’ Leptopelinae) je malo prozkoumanou
skupinou pievazné stromovych zab subsaharské Afriky. V souCasné dobé se v databazi
GenBank nachazi z celkovych 52 druhti sekvence pouze deviti zastupca (L. argenteus, L.
bocageli, L. brevirostris, L. concolor, L. kivuensis, L. modestus, L. natalensis, L. palmatus a L.
vermiculatus) a dvou neuréenych jedinci. Ve vSech pracich vSak bylo zkoumano pouze
zatazeni rodu Leptopelis do ¢eledi (Hyperoliidae vs. Arthroleptidae). Doposud vSak nebyly

zkoumany vnitini vztahy v rdmeci rodu.

Skupiny Hyperoliidae a Astylosternidae spolu s Arthroleptidae jsou celkové dosud malo
prozkouméany a kvili znaénym nejasnostem a nedostatku morfologickych synapomorfii
jednotlivych linii byly mnoha autory spojeny a zase rozdéleny (Dubois, 1981; Laurent 1984;
Dubois 1987 “1985%, 1992; Frost 2006)

Puvodné byl rod Leptopelis fazen do celedi Hyperoliidae (Giinther 1858; Liem 1970;
Schigtz 1999; Rddel 2000; Channing a Howel 2006), se kterou sdili fadu morfologickych
znakt (Liem 1970). Liem (1970) se domnival, ze je Leptopelis skupinou velmi rané
odvozenou od ptedkd hyperoliidi. Po molekularni analyze 14 taxonu ¢eledi Hyperoliidae
(Richards a Moore 1996), zalozené na sekvencich fragmentu 12S rRNA genu, vysel
Leptopelis jako sesterska skupina vSech ostatnich analyzovanych druhi v ¢eledi. Emerson a
kol. (2000) provedli analyzu kombinaci molekularnich a morfologickych dat a nasli naznaky,
ze Hyperoliidae nejsou monofyletickou skupinou, protoze Leptopelis je blize pFibuzny
Arthroleptidae nez ostatnim Hyperoliidae. Toto zjiSténi potvrzuje i1 analyza na zéklad¢
sekvenci nuklearniho Rag-1 genu (Van der Meijden a kol. 2004). V praci Vencese a kol.
(2003a) bylo zjisténo na zakladé sekvenci fragmentd genti 16S rRNA, 12S rRNA a
cytochromu b, Zze Leptopelinae jsou piibuznéjsi s africkou celedi Astylosternidae a
Arthroleptidae nez s ostatnimi Hyperoliinae (pficemz k Astylosternidae je pfibuznéjsi nez k
Arthroleptidae), byl ale ponechan v parafyletické skupiné Hyperoliidae kvuli nedostatku
vzorku. Tento fakt byl podpofen Vv praci jak dalsi praci Vencese (2003b) tak Bossuyta (2006)
a Van der Meijdena (2007). Ve vSech Leptopelis vystupuje jako sestersky taxon

k Astylosternidae, tato linie je seterskou skupinou Arthroleptidac a cela tato skupina je
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sesterska k Hyperoliidae. Vencese a kol. (2003a) si povsimli rozdilné kalcifikace vsunutych
elementi prsti. U rodu Leptolelis jsou mineralizovany vnitiné v centru elementu, ne zvenci
jako u hyperoliidii, coz potvrzuje pozorovani Drewese (1984), ktery uvadi, ze tyto elementy
jsou u Hyperoliidae a Leptopelinae histologicky zcela odli$né, a rod Leptopelis jde rozpoznat
morfologicky podle struktury téchto elementii. Drewes (1984) jest¢ dodava, ze u rodu
Leptopelis chybi fada apomorfnich znaki, které jsou u Hyperoliidae bézné, obzvlasté hrdelni

7laza u samcu.

Srovnani vsunutych prstovych elementi (Manzano a kol. 2007) ukdzalo, ze u rodu
Leptopelis jsou tyto elementy podobné v§em ostatnim piislusnikiim nad¢eledi Ranoidea, jsou
vsak tvofeny jinou tkani. U rodu Leptopelis je tvaru klinu a je tvofen pojivovou tkani, zatimco
u prislusnikd Hyperoliidae je tvofen hyalinni chrupavkou. Vsunuty prstovy element tvoieny
pojivovou tkani by mohl byt dusledkem pomalé diferenciacni rychlosti, u které se buiky a

matrix zachovavaji jako kondensovany mesenchym (Manzano a kol. 2007).

Scottova (2005) udava ve své praci na zakladé morfologickych a molekularnich dat, Ze
podceled’ Astylosterninae spojuje Arthroleptinae s ¢eledi Hyperoliidae a dohromady tvofi
dobfe podpofenou monofyletickou linii. Leptopelis je pravdépodobné na bazi skupiny
Hyperoliidae-Arthroleptidae, nebo je sesterskou skupinou Hyperoliidae, ob¢ teorie opraviiuji

K uznani samostatné ¢eledi Leptopelidae.

Dalsi prace (Frost a kol. 2006) potvrdila, Ze Leptopelinae tvoii monofyletickou skupinu
oddélenou od ostatnich Hyperoliidae a pfifadili ji ke skupiné slozené z Astylosternidae +
Artholeptidae. Navic je ¢eled” Hyperoliidae bez Leptopelinae monofyleticka, a tak byl tento

rod prefazen do Celedi Arthroleptidae.

Odierna a kol. (2007) zkoumali cytosystematické hledisko, které podporuje izolovanou
pozici Leptopelis od Hyperoliida fadou dikazt. Prislusnici rodu Leptopelis maji riizné pocty
chromozomt (2n=22, 24, 30), zatimco vSichni zastupci Hyperoliidae sledovani v této studii
maji vzdy 2n=24 chromozomu. Arthroleptidae jsou charakteristicti redukci poctu
chromozomu (2n=18, 16 a 14), zatimco dva studovani zastupci Celedi Astylosternidae maji
vyS$$i pocet (2n=28 u Nyctibates, a 4n=54 u Astylosternus diadematus; King 1990), u kterych
pravdépodobné tetraploidni poc¢ty u rodu Astylosternus vsak jesté potiebuji potvrzeni. Vsichni
doposud studovani pfislusnici rodu Leptopelis maji alespoin jeden par telocentrickych

chromozomu. Tento stav nebyl u hyperoliidti pozorovan. Také pozice NORG (organizatory
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jadérka, nucleolar organizer regions) na patém chromozomalnim paru se 1isi od hyperoliidu.
Umisténi NORG prokazalo svou vyznamnost pii uréovani fylogenetickych vztahii a
systematiky obojzivelnika (King 1990), ale zatim nebyly provedeny vyzkumy zjistujici
lokalizaci NOR® u pfislusnika Astylosternidae ani Arthroleptidae.

1.2. Charakteristika rodu Leptopelis (resp. podceledi Leptopelinae)

Podceled’ Leptopelinae obsahuje pouze jeden rod, Leptopelis. Rod Leptopelis mize byt
feneticky definovan jako skupina firmisternalnich zab se zfetelné vertikalni zorni¢kou (obr. 1)
a vsunutym elementem mezi poslednim a predposlednim ¢lankem prstu. V soucasnosti
obsahuje 52 popsanych druhi (Frost 2007). Schietz (1999) udava, ze Leptopelis zahrnuje

cey

malé az velmi velké (20-110 mm) zaby Zzijici vyhradné na africkém kontinent¢.

Morfologie.

T¢lo je vétSinou robustni, ale pfilezitostné 1 §tihlé s hladkou
nebo Sagrénovou kuzi (Liem 1970). Maji vertikalni zornic¢ky (obr.
1) a zoubky na vomeru. Hrdelni vak je dobfe vyvinuty, bez jicnové

zaklopky (Schigtz 1999). Bubinek je viditelny (Pickersgill 2007),

je pfitomen u vSech druhd, i kdyZ u nékterych vychodoafrickych

%
Obr. 1: Vertikalni zornicka.
uluguruensis) mize byt maly nebo nevyrazny, ale vzdy pfitomny  (Channing and  Howel
2006)

druhd (napf. L. barbouri, L. karissimbensis, L. parkeri, L.

(Schigtz 1999), s vyjimkou L. crystallinoron (Létters a kol. 2005).
Metasternum miize byt od Uzké po Sirokou desti¢ku, omosternum celé nebo jen zezadu
vroubkované (Schigtz 1999). Obratle jsou diplasiocélni, stfedné dlouhé (s vyjimkou L.
vermiculatus, obratle procélni (Scott 2005)). Sakralni vybézek obratle distalné prodlouzeny.
Ventro-posteriorni ¢ast Sphenethmoidu srostla. Frontoparientale pravotihlé nebo lehce $irsi na
jeho anteriornim konci (Liem 1970). Vnitini metatarsalni hrbolek vy¢nivajici (Schigtz 1999).
Posledni segment prstu byva protazeny vsunutou chrupavkou (viz ptiloha). Posledni ¢lanky
prsti byvaji rozdvojené (Liem 1970) a spolu s vsunutymi prstovymi elementy, svaly a
prstovymi piisavkami pusobi jako komplexni jednotky slouzici zakladni funkci - zvySeni
schopnosti $plhani (Noble 1931; Emerson a Diehl 1980; Mc Allister a Channing 1983;
Paukstis a Brown 1987, 1991; Burton 1996, 1998; Manzano a kol. 2007; mimo jiné). Takova

jednotka umoznuje konecku prstu vyvinout dodate¢né pohyby, které zvySuji moznost
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posunout prst bez oddéleni prstové ptisavky (Hanna a Barnes 1991). Medialni vétev
pterygoidu (kosti kiidlové) je umérné dlouha, ale Gizka (stejny stav u Astylosterninae)(Scott
2005).

Liem (1970) udava, ze aponeurosis palmaris je obvykle nepfitomen. M. adductor longus
neni pfitomen. M. extensor digitorum longus se sklada ze dvou prouzku, jeden napojeny na
proximalni ¢asti metatarsa tretiho prstu zadni koncetiny, zatimco druhy napojeny na distalni
¢ast metetarsa Ctvrtého prstu zadni koncetiny. M. geniohyoideus lateralis je napojen na
thyrohyale. M. petrohylideus posterior je slozen ze tfi prouzki, dva posteriorni se piekryvaji.
U nékterych druhii rodu Leptopelis je obrys centra osmého obratle cylindricky (Wilkinson a
Drewes 2000).

Skupina se vyznacuje neobvyklou diverzitou (Schietz 1999; Rodel 2000; Channig and
Howel 2006; Pickersgill 2007 atd.). Nalezneme zde jak stromové formy s hladkou kizi a
plovacimi blanami, tak ropuchovité, bradavi¢naté, hrabavé formy bez blan mezi prsty a

adhesivnich diskil. Typ biotopu ma vliv na velikost prstovych diskii.

Z4aby rodu Leptopelis se obtizné sbiraji ve velkém poétu, protoze obvykle netvoii agregace
v obdobi rozmnoZovani a znaky odd¢€lujici druhy, jako barevny vzor, nejsou obvykle moc
zietelné. Presto vSak Ize bézné ziskat pfiméfené jasnou piedstavu o identité druhil v urcité
oblasti pomoci kombinaci znakt jako preference pro mista vyskytu a mista vokalizace, hlasu,
plovacich blan a n€kdy barevného vzoru. Systém je nicméné ustaleny, s vyjimkou nékolika

nejasnych druhil v savanach jiZzni poloviny Afriky.

Mnoho druhii vypadéd velmi podobné, a proto se n€kolikrat stalo, Ze byly povazovany za
poddruhy. Ale jelikoz podobnost nemusi hned znamenat ptibuznost, jsou v soucasnosti

pokladany za samostatné druhy (Schigtz 1999).

U samcl nékterych druhll jsou pfitomny pektoralni (prsni)
zlazy (obr. 2), u jinych chybi, ale jestli ma tohle takovou
vyznamnost, na které by mohla byt zaloZena sytematika, neni
znamo. Tento znak miiZze byt pfitomny nebo chybét u velmi
podobnych druhti, které by mohly byt povazovany za poddruhy
(. L. oryi bez pektoralni zlazy, velmi podobny L.

nordequatorealis s ni; L. broadleyi bez, L. cynamomeus s ni.) Obr. 2: Pektoralni zlaza samct.
(Channing and Howel 2006)



Zbarveni.

Casto se vyskytuji ve dvou barevnych stadiich (Schigtz 1999), a to je zelena faze a hnéda
ptipadech, kde jsou vSichni dospélci v hnédé fazi. Je zndma kratka zprava, ze u druhii v zajeti

mohou zaby piejit ze zelené na hnédou fazi (Schigtz 1999).
RozmnoZovdni. (Schigtz 1999)

U mnoha druhii se zda, ze postradaji sekundarni sexualni znaky. Wolfova chodba neni
svinutd, semenné vacky chybi, stejné jako hlasové vaky a parici mozoly, pektoralni zlazy jsou
u samcu obvykle ptitomny (Liem 1970). Ty druhy, u kterych je zptsob reprodukce znam,
zahrabavaji velkd, bezbarva, Zloutkem vyplnéna vajicka do ptidy blizko vody nebo do jamky,
kde se vytvoii destova kaluz. Larvy se vyvijeji velmi pomalu. Maji Ghotovity tvar a jsou
schopny s velkou hbitosti domrskat se po sousi do vody, a miizou piekonat nemalé prekazky.
Jsou naznaky, Ze L. brevirostris ma pfimy vyvoj bez vodniho stadia (Schigtz 1999). Zubni
vzorec larev je 1,3 + 3/3. Mladsi larvy maji mén¢ fad zubtd. Liem (1970) udava, Ze pulci maji

levostranné Zaberni $térbiny a pravostranny analni otvor.
Hlas. (Schietz 1999)

Hlas vétsiny forem je bud’ nemelodicky klapot (unmelodious clack) nebo kratky skiipot
(brief creaking)/bzukot (buzzing), nebo oboji. U nékterych lesnich forem ma klapot zvlastni
zvukovou kvalitu, byva slozen z pocetnych harmonickych kmit kratce po sobé. S podobnou
strukturou, ale s rozdilnou zvukovou kvalitou, se setkame u skupiny mozna ptibuznych druhti

vychodnich savan s nezvyklym jekotem (screaming).

Jsou dikazy (Amiet 1978; Largen and Dowsett-Lemaire 1991), Ze klapot slouzi k lakani
samic, zatimco bzukot nebo skiipot mlze mit teritoridlni funkci pfi udrZzovani vzdalenosti
mezi sousednimi samci. Neni znamo, jestli vSichni Leptopelis vydavaji oba typy volani, nebo
jestli tato dvojita funkce je univerzalni u té€ch, kteti ji maji. Backwell (1988) zaznamenava
podobné rozdé€leni na volani, ktera slouzi k lakani samic, a na ty kterd zabezpecuji rozestupy

mezi samci u nékterych druhti rodu Afrixalus.



2. Cile prace

Cilem této bakalatské prace je:
1. Studium fylogenetickych vztahi africkych zab rodu Leptopelis.

2. Mapovani morfologickych znaku ptislusnikii rodu.



3. Material a metody

3.1 Material

Vzorky prsti nebo svaloviny pro extrakci DNA byly ziskany ze sedmi druhii zab
dovezenych obchodnikem se zvifaty (firma Animal farm) z Tanzanie a poskytnutych Alanem
Channingem (University of the Western Cape). Sekvence ostatnich druhi byly ziskany

Z databaze GeneBank.

Aby byla potvrzena ptislusnost rodu Leptopelis do ¢eledi Arthroleptidae byly krom druht
rodu Leptopelis jako outgroupy zpracovany zastupci z celedi Hyperoliidaea. Jako
predstavitelé celedi Arthroleptidae byly pouzity sekvence druhti Astylosternus diadematus,
Arthroleptis variabilis a Schoutedenella schubotzi, a jako zastupci ¢eledi Hyperoliidae byly
pouzity sekvence druhti Kassina senegalensis a Hyperolius puncticulatus. Ptehled vsech

analyzovanych zastupcti uveden v tabulce 2.

Pro fylogenetickou analyzu byl zvolen mitochondrialni gen pro 16S rRNA. Tento gen byl

vybran kvili moznosti srovnani s ostatnimi popsanymi sekvencemi DNA z Zab (GeneBank).

3.2 Laboratorni metodika a analyza sekvenci

DNA byla extrahovana ze svaloviny (10-25 mg) s pouzitim soupravy Dneasy® Blood
&Tissue Kit (QIAGEN®). Fragment genu pro 16S rRNA (o délce ca 600 bp) byl
amplifikovan metodou PCR s pouzitim primer 16SL3 forward (5'- AGC AAA GAH YWW
ACC TCG TAC CTT TTG CAT -3') (Palumbi a kol. 1991) a 16SAH reverse (5- ATG TTT
TTG ATA AAC AGG CG -3') (Vences a kol. 2003a) Reakce PCR zahrnovala poc¢atecni
denaturaci (94 °C, 3 min.), 35 - 40 cykla (denaturace 94°C, 60 s; nasednuti primeru 45-62°C,
40 s; extenze 72 °C, 60-90 s) a finalni extenzi (72 °C, 6 min.). Produkty PCR byly piecistény
soupravou NucleoSpin® Extract II (MACHEREY-NAGEL).

Tab. 1: Seznam pouzitych primeru.

Nazev primeru Typ primeru | Sekvence primeru

16SL3 DNA forward |5- AGC AAA GAH YWW ACC TCG TAC CTT TTG CAT -3

16SAH DNA reverse 5-ATGTTT TTG ATA AAC AGG CG -3'
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Tab. 2: Seznam analyzovanych jedinca.

Taxon Lokalita Pivod sekvence
Leptopelis argenteus Kenya: Kilifi District, 14.4 km W GeneBank /DQ283226
Kakayuni,towards Lake Jilore, on Kakayuni
Rd. roadside pond (Frost a kol. 2006)
Leptopelis barbouri Tanzania - pet dealer vlastni
Leptopelis bocagei Tanzania: Iringa, Kibebe Farm, GeneBank / DQ283418
07'48'12.4"S,35'45'24.2"E (Frost a kol. 2006)
Leptopelis flavomaculatus  [Tanzania - pet dealer vlastni
Leptopelis kivuensis Uganda (Bossuyt a kol. 2006) GeneBank / DQ347005
Leptopelis modestus Cameroon (Vences a kol. 2003a) GeneBank / AJ437009
Leptopelis natalensis (Vences a kol. 2003b) GeneBank / AY 341692
Leptopelis oryi 'Yambio, jizni Sudan (AC2891; Channing) vlastni
Leptopelis palmatus CAS 219177 (Drewes and Wilkinson 2004) GeneBank / AY603992
Leptoeplis parkeri West Kilombero Forest Reserve, Tanzanie vlastni
(DCM1387; Channing)
Leptopelis uluguruensis Tanzania - pet dealer vlastni
Leptopelis vermiculatus Tanzania -pet dealer vlastni

Leptopelis vermiculatus

Tanzania: Tanga Region, Muheza District, East
Usumbara Mountains, Amani-Muheza Rd. 3-5
km SE Amani

GeneBank / DQ283242

Leptopelis viridis Yambio, jizni Sudan (AC2869; Channing) vlastni
Leptopelis sp. AM 74dna data — pet trade (Frost a kol. 2006) GeneBank / DQ283161
Astylosternus diadematus (Vences a kol. 2003b) GeneBank / AY 341691

Arthroleptis variabilis

Cameroon: Southwestern Province: vicinity of
Babong (Frost a kol. 2006)

GeneBank / DQ283081

National Park, Njokamoni River drainage,
1100-1200 m (Frost a kol. 2006)

Schoutedenella schubotzi Uganda (Bossuyt a kol. 2006) Genebank / DQ347006

Kassina senegalensis Tanzania: Iringa, Kibebe Farm, GeneBank /DQ283473
07'48'12.4"S,35'45'24.2"E (Frost a kol. 2006)

Hyperolius puncticulatus Tanzania: Morogoro, Udzungwa Mountains  |[GeneBank / DQ283390




Sekvenacni reakce byly provedeny se stejnymi primery, vzorky byly sekvenovany na
servisnim pracovisti UMBR. Chromatogramy byly kontrolovany a sestavovany s pouZitim
programu BioLign version 4.0.6.2 (Hall, 2005). Sekvence byly alignovany softwarem BioEdit
version 6.0.5 (Hall, 2004). Pro vyrobu alignmentu byly pouzity tii rizné kombinace
parametrt (pocatek indelu / pokracovani indelu : default; 10/10; 10/1). Fylogenetické analyzy
byly provedeny tfemi zptsoby. 1) Z kazdym alignmentem zvlast. 2) Metodou Elision
(Wheeler a kol., 1995), tj. kombinaci vSech tiech alignmentt. 3) Byl vyroben alignment, ktery

obsahoval pouze jednozna¢né zalignované oblasti.

Fylogenetické vztahy byly studovany metodou Maximalni parsimonie (MP; PAUP*;
Swofford, 2002) a metodou Bayesian inference (BI). Nasledujici parametry a piikazy byly
pouzity k vyrobé MP stromu. V prvnim kroku byl extenzivné prozkoumdn fylogeneticky
prostor (hsearch addseq=random nchuck=10 chuckscore=1 10 nreps=500). V dal§im kroku
byly hledany vSechny MP stromy pomoci piikazli hsearch start=current nchuck=0

chuckscore=0. Podpora byla studovana metodou bootstrapu (nreps=1000).

Fylogeneze metodou Bayesian inference byla provedena v programu MrBayes 3.1
(Ronquist a Huelsenbeck, 2003) s nasledujicimi parametry (dva nezavislé béhy deseti fetezct
s jednim milionem generaci; burnin 25%). Modeltest 3.7 (Posada a Crandall, 1998 byl pouzit

ke zvoleni modelu evoluce.



4. Vysledky

4.1 Fylogeneticka analyza

Vysledkem vSech tii alignmentt byla velmi podobna fylogeneze. Pro finadlni analyzy tak
byl pouzit alignment vyrobeny metodou Elision, ktery obsahuje vSechny pozice. Dva rizné
piistupy byly pouzity k vyrobé MP stromii. V jedné analyze jsou indely vylouéeny (obr. 3),
zatimco ve druhé jsou piitomny (obr. 4). Indely pfispivaji k fylogenetickému signalu
nukleotidovych pozic zvySenim konzisten¢niho indexu (0.52 vs. 0.56) a bootstrapové

podpory.

Fylogeneticky strom sestrojeny metodou maximum parsimony (MP) bez indelt potvrdil,
ze rod Leptopelis nepatii do ¢eledi Hyperoliidae. Hyperoliidae jsou sesterskou skupinou linie
Leptopelis-Astylosternidae-Arthroleptidae, jejiz monofylie je podpoiena 100% hodnotou
bootstrapu. Druhy L. barbouri a L. parkeri se vystépily jako sesterska skupina k linii
Astylosternidae-Arthroleptidae (bootstrap 58%). Tato monofyleticka vétev je sesterskou
taxonem. V ramci druhé linie ostatnich druht rodu Leptopelis se nejvice na bazi odstépil druh
L. viridis. Zbylé¢ druhy tvoii dvé skupiny. V prvni skupiné se nachazeji dvé podskupiny
podpofené vysokymi hodnotami bootstrapu, prvni obsahujici zdpadoafrické lesni druhy (L.
modestus, L. palmatus, L. kivuensis), a druhd s L. bocagei, L. oryi a L. flavomaculatus.
Druhou skupinu tvoii vétev sL. natalensis, L. argenteus a L. uluguruensis a vétev s L.
vermiculatus a L. sp. (sekvence zjevné ukazuje, ze jedinec DQ283161 nalezi ke druhu L.
vermiculatus — sekvence mezi jednozna¢né determinovanym L. vermiculatus a timto jedincem
se shoduji na 100%).

Fylogeneticky strom sestrojeny MP analyzou s pfitomnymi indely podpofil umisténi
skupiny L. barbouri a L. parkeri klinii Astylosternidae-Arthroleptidae velmi vysokou
bootstrapovou hodnotou (92). V ramci linie Leptopelis se nejvice na bazi vystépila vétev s L.
argenteus a L. uluguruensis, nasledovana L. natalensis. Ostatni druhy vytvorily tii vétve.
Dobie podpoienou linii (99) je opét skupina zapadoafrickych lesnich druha L. Kivuensis, L.
modestus a L. palmatus. Dalsi vétev tvori L. vermiculatus s L. sp. Malo podpotenou vétvi (54)
je L. viridis, L. bocagei, L. oryi a L. favomaculatus. Vzajemny vztah téchto tfi vétvi je nejasny

(trichotomie).
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Vysledky Bayesian inference (Bl) analyzy jsou velmi podobné vysledkim MP analyzy s
indely (obr. 5). Stejn¢ jako u obou pfedchazejicich stromti vysli Hyperoliidae jako sesterska
skupina vSech ostatnich analyzovanych taxont a vétev L. parkeri - L. barbouri vysla jako
sesterska skupina k Arthroleptidae-Astylosternidae. Mezi zbyvajicimi druhy rodu Leptopelis
se nejvice na bazi odstépil druh L. argentus, jehoz umisténi se shoduje s MP stromem s indely
(obr. 3). V tomto ptipad¢ se lisi umisténi L. uluguruensis, ktery je sesterskym druhem vsech
ostatnich druhti rodu Leptopelis mimo L. argenteus. Dal$im postupnym taxonem je L.
natalensis, jehoz umisténi se rovnéz shoduje stim v MP stromu sindely. Druhy L.
vermiculatus a L. sp. se vystépily jako sesterska linie k vétvi se dvéma dobie podpofenymi
skupinami: (1) L. palmatus, L. modestus a L. kivuensis a (2) L.viridis, L. bocagei, L. oryi a L.

flavomaculatus.

4.2 Mapovani znakii

Na ziskany kladogram metodou Bayesian inference (obr. 5) jsem namapovala nasledujici
znaky, které jsou v rodu Leptopelis proménlivé: plovaci blany (obr. 6), pektoralni (prsni)
Zlazy (obr. 7), hlas (obr. 8), bubinek (obr. 9) a biotop (obr. 10).

Plovaci blany (obr. 6). Pivodni stav byl jednozna¢né s redukovanymi plovacimi blanami.
Pfitomnost plovacich blan je odvozeny stav, vyskytuje se jak u L. vermiculatus, L.
flavomaculatus a L. palmatus tak u L. parkeri. Nikdy v$ak u sledovanych druhi celedi

Arthroleptidae, Astylosternidae ¢i Hyperoliidae.

Pektoralni (prsni) Zlazy (obr.7). Tento znak se vyskytuje pouze u zastupcu rodu
Leptopelis a u L. barbouri (Pickersgill (2007) sice tvrdi, ze pektoralni zlazy nejsou u L.
barbouri pfitomny, v této praci vSak vychazim z Channinga a Howela (2006) a Schigtze
(1999), podle kterych ptfitomny jsou, 1 kdyZ by jejich nepfitomnost podpoftila piifazeni L.
barbouri a L. parkeri ke skupin¢ Arthroleptidac-Astylosternidae), nikoliv vSak u
astylosternidu ¢i arthroleptidii. Spole¢ny predek pektoralni Zlazy zcela evidentné nemél, coz
potvrzuje jejich nepfitomnost u nejbazalnéjsich zastupca (L. argenteus a L. uluguruensis) a

znovu se objevuje u L. oryi.

Hlas (obr. 8). Analyza ukazuje, Ze sledované linie lze v piipadé typu hlasu rozdélit na dvé

monofyletické skupiny. Prvni tvofi druhy s hlasem ,,buzzing“ (L. barbouri, L. parkeri,
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Schoutedenella schubotzi, Arthroleptis variabilis, Astylosternus diadematus), druhou tvori
zbytek druht rodu Leptopelis. Mezi nimi se vSak nachazeji dva druhy, u kterych se hlasy lisi

od ostatnich (L. bocagei — ,,waabing* a L. natalensis — ,,quack®).

Bubinek (obr. 9). Pavodni stav je maly bubinek. Velky bubinek vznika v ramci leptopelist
pouze jedenkrat. Maly bubinek se nachdzi u nejbazalnéjSich druhti (L. argenteus, L.
uluguruensis a L. natalensis), dale se dvakrat nezavisle objevuje v jedné skupiné u L. oryi a u
predka dvojice L. kivuensis a L. modestus. Druhy L. barbouri a L. parkeri maji bubinek také
maly, ale u zastupcu vétve Arthroleptidae-Astylosternidae se nachazi odvozeny stav, bubinek

velky.

Biotop (obr. 10). Puvodni biotop spoleéného piedka byl pravdépodobné les. Tento stav
maji L. parkeri a L. barbouri spole¢ny s vétvi arthroleptidi. Odvozeny stav (savana) se
objevuje dvakrat nezavisle, u skupiny druht L. viridis, L. bocagei a L. oryi a jesté jednou u L.

argenteus. K jedinému navratu ze savanového biotopu do lesniho doslo u L. flavomaculatus.

12



Strict

100

58

100

100

98

100

96
95
99
88
100

ﬁE

Kassina senegalensis DQ283437

Hyperolius puncticulatus DQ283390

Leptopelis parkeri 10seq

Leptopelis barbouri 3seq

Astylosternus diadematus AY 341691

Schoutedenella schubotzi DQ347006

Arthroleptis variabilis DQ283081

Leptopelis viridis 7seq

Leptopelis modestus AJ437009

Leptopelis palmatus AY 603992

Leptopelis kivuensis DQ347005

Leptopelis bocagei DQ283418

Leptopelis oryi 8seq

Leptopelis flavomaculatus 4seq

Leptopelis natalensis AY341692

Leptopelis argenteus DQ283226

Leptopelis uluguruensis 2seq

Leptopelis sp. DQ283161

Leptopelis vermiculatus DQ283242

Leptopelis vermiculatus 1seq

Obr. 3: Maximum parsimony strom (bez indell) odvozeny z nukleotidovych sekvenci 16S
rRNA za pouZziti programu PAUP* (L=2814; N=2; CI=0.52; RI=0.57). L=délka stromu; N=pocet
MP strom(; Cl=konzistencni index; Rl=retencni index.
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Obr. 4: Maximum parsimony (s indely) odvozeny z nukleotidovych sekvenci 16S rRNA
za poufziti programu PAUP* (L=3825; N=2; C|=0.56; RI=0.57).

14
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Obr. 5: Bayesian inference strom (bez indel(l) odvozeny z nukleotidovych sekvenci 16S rRNA za
pouziti programu MrBayes (log-likelihood — 13869.38; evolu¢ni model GTR + | + G). Hvézdicky

vyznacuji posteriorni probabilitu 1.00.
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Obr. 6: plovaci blany. 0 — redukované, 1 — vyvinuté.
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Obr. 8: Hlas. 1 — klapot (clack), 2 — bzukot (buzzing), 3 — waab, 4 — kvakani (quack).
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1oms

Obr. 9: Bubinek (tympanum). 1 — maly, 2 — velky.
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Obr. 10: Biotop. 1 —les, 2 — savanna.
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5. Diskuze

5.1. Postaveni rodu Leptopelis

Dosavadni prace zahrnujici analyzy rodu Leptopelis se zabyvaji piedev§im jeho
postavenim v ramci ¢eledi Hyperoliidae, popt. Arthroleptidae a Astylosternidae. Najednou
bylo analyzovano nejvice pét druhd (Vences a kol. 2003a: 16S rRNA L. bocagei, L.
brevirostris, L. modestus, L. mossambicus, L. natalensis; 12S rRNA: L. argenteus, L.
concolor, L. modestus, L. natalensis, L. vermiculatus), dale pak c¢tyii (Frost a kol. 2006: L.
argenteus, L. bocagei, L. vermiculatus, Leptopelis sp.) a mén¢ (viz nize). Doposud nikdy
nebyly zkoumdny vnitini vztahy v rdmci tohoto rodu. V této praci bylo analyzovano celkem
13 druht rodu Leptopelis. Takové mnozstvi doposud nebylo pouzito v zadné jiné analyze.
Tento projekt zahrnul analyzu sedmi druht (L. argenteus, L. bocagei, L. kivuensis, L.
modestus, L. natalenis, L. palmatus, L. vermiculatus, L. sp.), jejichz sekvence ziskané
z databaze GenBank byly vhodné, a Sesti nové osekvenovanych druhti (L. barbouri, L.
flavomaculatus, L. oryi, L. parkeri, L. uluguruensis, L. viridis a navic L. vermiculatus pro
srovnani), které budou timto piistupné v GenBanku. Osekvenovani dosud neanalyzovanych

druhti mize slouzit jako podklad pro dal$i hlubsi poznani této skupiny.

Hyperoliidae, ale je ptibuzny Arthroleptidae (Emerson a kol. 2000; Van der Meijden a kol.
2004), v téchto pracich vSak nebyl zahrnut Zadny zastupce Astylosternidae. V dalsich pracich
se potvrdila piibuznost s Arthroleptidae, ale vyslo najevo, Ze rod Leptopelis je v ramci
Arthroleptidae sesterskou skupinou Astylosterninae (v tomto ptipadé interpretované jako
podceled’) (Vences 2003a, 2003b; Bossuyt a kol. 2006; van der Meijden a kol. 2007).
V publikaci Frosta a kol. (2006, fig. 62) vSak rod Leptopelis vystupuje jako sesterska skupina
k Arthroleptidae-Astylosternidae. Jejich zjisténi odpovida vysledkim této prace, kde je cast
parafyletického rodu Leptopelis (viz nize) sesterskou skupinou Athroleptidae-Astylosternidae

a cela tato linie je sesterskou viic¢i zbytku leptopelisii.

Kvili celkové podobnosti byly tyto tii skupiny (Astylosternidae, Arthroleptidae a
Hyperoliidae) mnoha autory spojeny a zase rozdéleny (Dubois 1981; Laurent 1984; Dubois
1987 “1985, 1992; Frost 2006). Od ostatnich pfislusniki Ranidae je podle Laurenta (1986)

odlisuje (1) chrupavcité metasternum bez kosténého styletu; (2) nesrostlé druhy carpale; (3)
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nesrostly tfeti distalni tarsale; (4) posledni Clanky prstd zpravidla zahnuté; (5) vertikalni
zorni¢ka (u vétSiny hyperoliid horizontalni, ackoliv je vertikalni u né€kterych rodu: Afrixalus,
Callixalus, Kassina, Kassinula, Paracassina, Phlyctimantis a Tachycnemis, Drewes and
Wilkinson 2004; Frost a kol. 2006); (6) a chybéjici nebo chabé vyvinuty metatarsalni hrbolek.
Zadny z téchto znaki neni prokazatelnd synapomorfie (Frost a kol. 2006). Vences a kol.
(2003a) navrhli na zaklad¢ dikazt analyzy mitochondrialni DNA, Ze Leptopelinae je bud’
ulozena mezi parafyletickymi Astylosternidae nebo parafyletickymi Arthroleptidae, ale své

poznatky nevyjadfili v taxonomii (Frost a kol. 2006).

5.2. Vnitini vztahy rodu Leptopelis.

v

Nejpiekvapivéjsim vysledkem analyzy jsou vnitini vztahy v ramci rodu Leptopelis.
Vysledky této prace nasvédCuji tomu, Ze rod Leptopelis je parafyletickym taxonem. L.
barbouri a L. parkeri jsou mnohem ptibuzngjsi skupiné Astylosternidae-Arthroleptidae nez
ostatnim analyzovanym leptopelisim. Tento vysledek je zcela novy, ani jeden z dvojice druht
L. barbouri a L. parkeri dosud nebyl souc¢asti zadné fylogenetické analyzy. Otazkou je, jak by
vypadalo postaveni téchto druhi v analyze zahrnujici vyssi pocet zastupi astylosternidd a
arthroleptidl nebo jen jiné zastupce. Dulezité je také zvysit pocet znakl v analyze (tj. dod¢lat
cely gen a ptipadné pfidat dalsi, vhodné by byly jaderné), zde se pracovalo jen z €asti 16S

rRNA.

Jedinym spoleénym morfologickym znakem téchto dvou druhti ,leptopelisi a Celedi
Astylosternidae-Arthroleptidae, ktery byl nalezen, je hlas. Tento znak jednozna¢né potvrdil
piibuznost druhti L. barbouri a L. parkeri slinii Arthroleptidae-Astylosternidae. Tyto dva

druhy jsou vSak mélo poznané a proto je nesnadné navrhnout mozné synapomorfie.

Na zaklad¢ téchto vysledkii by méla pokracovat snaha o nalezeni podpory pro oddéleni
obou linii na morfologickém a biologickém =zakladu (napf.: tvar omosterna, zpisob
rozmnozovani a vyvoje larev, pfitomnost ¢i nepfitomnost pektoralnich zlaz, pocet

chromozomu, atd.)
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5.3 Leptopelinae sensu stricto (tedy bez L. barbouri a L. parkeri).

vvvvv

jeho parafylii, nebot’ L. barbouri a L. parkeri vychazeji jako sesterska skupina Arthroleptidae-
Astylosternidae. VVzhledem k tomu, Ze nejvyssi zahrnuty pocet v jedné praci je pét druhu,

nejsou vysledky zas tak piekvapivé.

Analyza provedena Vencesem a kol. (2003a) na zakladé sekvenci 16S rRNA molekuly
potvrzuje postaveni L. modestus a L. bocagei, které se v mé analyze ve vSech tfech stromech
umistili v sesterskych skupinach, a L. natalensis jako nejbazaln&jsi z pouzitych druhu.
Analyza ze stejné prace na zaklad¢é 12S rRNA se shoduje s Bl i MP s indely stromy, od MP
bez indelti se li§i v postaveni L. argenteus a L. natalensis v jedné linii pficlenéné jako

sousedni vétev k vétvi s L. vermicuatus.

V publikaci Frosta a kol. (2006) spojuje analyza L. vermiculatus s L. sp. stejné jako ve
vSech tfech mych analyzach, s MP s indely a BI se shoduje také postaveni L. argenteus a L.

bocagei. Jen v MP bez indelti je L. argenteus postaven mezi L. bocagei a L. vermiculatus + L.

sp.

Uspotadani stromi fylogenetickych analyz naznacuji ¢lenéni jednotlivych druhlt do
podskupin, ale k vyneseni konkrétnich zavéri je potieba provést analyzu mnohem vétsiho

poctu taxoni.

Co se tyce spolecnych znaki jednotlivych druht, objevuji se rozdilné interpretace stejnych
druhti riznymi autory, zejména v pfipadé hlasu. V ramci rodu Leptopelis se dva druhy (L.
bocagei a L. natalensis) odlisuji od ostatnich analyzovanych druhii (alespon v popisu jejich
hlasu v literatufe; hlas L. natalensis charakterizuje Schigtz (1999) jako ,,quack® nékdy s
pfedchazejicim ,,buzzing®; Pickersgill (2007) udava podobny udaj, Ze hlas je kombinace
,buzzi“ a ,.clackt’. Schigtz (1999) popisuje hlas L. bocagei jako ,,waab“, Channing a Howell
(2006) tento hlas popisuje jako ,.kwaak*. U pfislusnikt skupiny, do které L. bocagei nalezi, se
nachazeji také nesrovnalosti v popisu hlasu. Zejména u L. flavomaculatus, kdy Schietz (1999)
udava ,clack®, Channing a Howell (2006) udavaji ,,buzzing™ a ,,clack® a Pickersgill (2007)
»meow*. Rozdilnost hlasi u L. bocagii mize byt dana jednak subjektivnim posouzenim
kazdého z autorii a jednak rtiznymi lokalitami ptivodu pozorovanych jedinctli, protoze tento

druh ma relativné velky areal vyskytu, mtze byt ovlivnén odlisnymi sousednimi druhy Zab).
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5.4. Novy rod pro Leptopelis barbouri a L. parkeri? - vyhled

Vysledky této analyzy vedou k jednozna¢nému zavéru, Ze rod Leptopelis je parafyleticky.
Geneticka vzdalenost druhti L. barbouri a L. parkeri a ostatnich druhd rodu Leptopelis neni
mensi nez 20%. Je tedy zjevné, ze pro tyto dva druhy bude tfeba s nejvyssi pravdépodobnosti
vytvofit novy rod. V soucasnosti analyza pokracuje snahou sehnat dalsi druhy obou linii
(Arne Schietz - Museum Copenhagen, Mark-Oliver Rodel — Universitiat Wiirzburg) a snahou

o nalezeni morfologickych a biologickych apomorfii jednotlivych linii.
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6. Zaveér
Cilem této prace bylo proniknou do problematiky fylogenetickych vztahti rodu Leptopelis
S pfibuznymi skupinami a v ramci rodu.

Na zékladé¢ molekularni analyzy zalozené na sekvencich 16S ribozomalni RNA, byly

definovany tyto zavéry:

1) Rod Leptopelis nepatii do ¢eledi Hyperoliidae, ale je blize piibuzny se skupinou
Arthroleptidae-Astylosternidae.

2) Jedinec L. sp. (DQ283161) je prislusnikem druhu L. vermiculatus.

3) Druhy L. barbouri a L. parkeri jsou pfibuznéj$i se skupinou Arthroleptidae-

Astylosternidae, nez s ostatnimi piislusniky rodu Leptopelis.

4) Geneticka vzdalenost obou linii opraviiuje k vytvofeni nového samostatného rodu

pro druhy L. barbouri a L. parkeri.
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8. Prilohy

Piiloha 1: Struktura vmezetenych prstovych element.

30

Obr. 11: Leptopelis christyi, vmezefeny
prstovy element. i, vmezeteny prstovy element
(intercalary element); tp, posledni
(terminal phalanx). Meéfitko
(Manzano a kol. 2007).

¢lanek

1 mm.

Obr. 12: Leptopelis christyi, histologicky fez
vmezefenym prstovym elementem (Manzano a
kol. 2007).

Obr. 13: Leptopelis. christyi pojivova tkan
(Manzano a kol. 2007).



Priloha 2: Tabulka sledovanych znak( u druhl rodu Leptopelis. Plovaci blany: 0 — redukované, 1 — vyvinuté; pektoralni Zlazy samc(: 0 — nepfitomny, 1
— pfitomny; hlas: 1 — klapot (clack), 2 — bzukot (buzzing), 3 — waab, 4 — kvakani (quack); biotop: 1 —les, 2 — savanna; tympanum (bubinek). 1 — maly, 2 — velky.

Druh Plovaci blany Pektoralni zlazy samcti Hlas Tympanum Biotop
Leptopelis argenteus 0 0 1 1 2
Leptopelis barbouri 0 1 2 1 1
Leptopelis bocagei 0 1 3 2 2
Leptopelis flavomaculatus 1 1 1 2 1
Leptopelis kivuensis 0 1 1 1 1
Leptopelis modestus 0 1 1 1 1
Leptopelis natalensis 0 1 4 1 1
Leptopelis oryi 0 0 1 1 2
Leptopelis palmatus 1 1 1 2 1
Leptopelis parkeri 1 0 2 1 1
Leptopelis uluguruensis 0 0 1 1 1
Leptopelis vermiculatus 1 1 1 2 1
Leptopelis viridis 0 1 1 2 2
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