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Applications and limits of morphological methods for
species determination of European water frogs
(Pelophylax esculentus complex)

Despite the enormous progress of molecular biology, morphological methods still
play an important role in systematic zoology and population biology; many species
are still discovered, described, and determined on the basis of their external mor-
phology. Even closely related species and hybrids, such as the various forms of the
Central European water frog complex, can almost always be determined using mor-
phological characters alone. In Central European water frogs, the size and shape of
the inner metatarsal tubercle in concert with coloration characters and different mor-
phometric parameters are sufficient to determine the majority of indigenous water
frogs correctly. Determination errors may particularly arise in respect to triploid hy-
brids, which exhibit character states similar to the parental species P. lessonae or P.
ridibundus. Morphological characters are not useful, however, either for distinguish-
ing between diploid and triploid hybrids or for drawing conclusions on inheritance
patterns of P. esculentus.
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Zusammenfassung

Auf der Basis morphologischer Merkmale, insbesondere der Form und GrélRe des
Fersenhdckers, der Farbung und morphometrischer Indizes, kann die Formzugeho-
rigkeit des groRten Teils der in Mitteleuropa vorkommenden Wasserfrosche eindeu-
tig bestimmt werden. Determinationsprobleme kénnen mitunter bei triploiden Teich-
froschen auftreten, die auf Grund ihrer Genomkomposition (zwei lessonae Genome
und ein ridibundus Genom oder zwei ridibundus Genome und ein lessonae Genom) ei-
ner ihrer Elternarten (Pelophylax lessonae oder P. ridibundus) ahneln. Morphologische
Merkmale sind dagegen weder geeignet, um zwischen diploiden und triploiden
Teichfréschen zu differenzieren, noch erlauben sie Schlussfolgerungen zu den Verer-
bungsmustern von P. esculentus.
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Hybriden, Morphologie, morphometrische Parameter, statistische Methoden.
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Einleitung

Trotz enormer technischer Fortschritte und damit einhergehender sinkender Kosten
bei der Analyse des Erbguts, der Desoxyribonukleinsaure (DNA), werden die meisten
Tier- und Pflanzenarten auch heute noch fast ausschlieRlich auf der Grundlage ihres
auBeren Erscheinungsbilds (Phénotyp) entdeckt, beschrieben und bestimmt. In der
Regel, jedoch keinesfalls immer, handelt es sich bei solchen »Morphospezies« auch
um evolutiondre Arten im Sinne des evolutiondren Artkonzepts (SiMPsON 1961), d. h.
um Linien aufeinanderfolgender Vorfahren-Nachkommen-Populationen, die ihre
Identitat gegenuber anderen derartigen Linien aufrecht erhalten und die eigene evolu-
tiondre Tendenzen und ein eigenes historisches Schicksal haben (vgl. WiLEY 1978,
1981). Neben spezifischen Merkmalen in der Korpergestalt, der &uferen Morphologie,
werden oft auch bestimmte Kérpermalie oder -proportionen (morphometrische Da-
ten) und Farbungsmerkmale zur Diagnose einer Art und zur Abgrenzung von ver-
wandten Arten herangezogen.

Grundsétzlich sind alle Merkmale in der DNA verschliUsselt. Genetische Unterschiede
kénnen als genetische Divergenz oder Distanz quantifiziert werden (Ubersicht bei NEI
& KUMAR 2000). Organismen, die Unterschiede in morphologischen Merkmalen auf-
weisen, differieren in der Regel auch in ihrem Erbgut. Allerdings, und darauf ist an
dieser Stelle ausdriicklich hinzuweisen, sind nicht alle Merkmalsauspragungen auch
in den Erbanlagen fixiert. Der Phanotyp, d. h. die Summe aller Merkmale eines Indi-
viduums, im weitesten Sinne also alle duf3eren und inneren Strukturen des Organis-
mus, ist bekanntlich das Ergebnis des Zusammenspiels von Genotyp (Summe aller
Erbanlagen) und Umwelt. So kdnnen genetisch identische Organismen (z. B. eineiige
Zwillinge) durch umweltbedingte Modifikationen bestimmter EinweilRe unterschied-
liche Merkmalsauspragungen aufweisen. DarUber hinaus kénnen epigenetische
Prozesse (z. B. DNA-Methylierung) die Aktivitdt von Genen beeinflussen, wodurch
der Phanotyp verandert werden kann. Mitunter wird das Signal fur bestimmte Akti-
vitatszustédnde eines Gens (aktiv/inaktiv) Uber Generationen weitergegeben, die be-
troffenen Gene selbst bleiben in ihrer Struktur (Basensequenz) unverandert. Mogli-
cherweise spielen epigenetische Phanomene auch eine Rolle im Zusammenhang mit
Artbildungsprozessen, indem zuerst vererbbare phanotypische Differenzen akkumu-
liert werden und strukturelle Veranderungen der Gene sekundéar erfolgen (PAL &
MIKLOS 1999). Wir kénnen im Allgemeinen also nicht sagen, ob unterschiedliche
Merkmalsauspragungen das Ergebnis posttranslationaler Modifikationen (Verande-
rungen von Eiweiflen nach deren Entstehung), epigenetischer Prozesse, oder direkter
Erbgutveranderungen (Mutationen) sind.

Mit Ausnahme weniger Modellorganismen (z. B. Drosophila) sind sowohl die Gene
weitgehend unbekannt, die morphologische Merkmale kodieren, als auch die moleku-
laren Mechanismen, die zur Auspragung des Phanotyps beitragen. Oft resultiert ein
einzelnes Merkmal aus dem Zusammenspiel mehrerer Gene und Molekile (Polyge-
nie); einzelne Gene kdnnen aber auch Molekule verschlisseln, die an der Auspriagung
verschiedener Merkmale beteiligt sind (Pleiotropie).

In der Regel werden genetische Divergenzen nicht auf der Grundlage von Genen
berechnet, die im direkten Bezug zur Morphologie stehen, sondern basieren auf Mar-
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kern, die wahrscheinlich nicht oder nur indirekt an der Auspréagung des Phanotyps
beteiligt sind, wie z. B. mitochondriale Gene. Ging man frither davon aus, dass sich
alle Gene in zwar unterschiedlichen aber konstanten Geschwindigkeiten veréandern
(Hypothese der molekularen Uhr), wissen wir heute, dass sich die Evolutionsrate
eines Gens (Mutationen pro Zeiteinheit), Gber groRere evolutive Zeitraume betrachtet,
adndern kann. In Abhangigkeit von &uleren Faktoren, die Mutationen hervorrufen (z.
B. ultraviolette Strahlung, Radioaktivitdt, chemische Substanzen), kénnen Phasen
relativ schneller genetischer Verdnderungen und Phasen relativer Konstanz aufeinan-
der folgen. Daruber hinaus verdndern sich homologe Gene in verschiedenen Evoluti-
onslinien oder evolutionaren Arten in unterschiedlicher Geschwindigkeit. Als Konse-
guenz solcher variablen Evolutionsraten entstehen unterschiedliche Divergenzmuster;
so kénnen morphologisch hoch divergente Arten in Genen, die nicht mit der Morpho-
logie in Verbindung stehen, nahezu identisch sein, wéhrend andererseits morpholo-
gisch kaum zu differenzierende Arten in »nicht morphologischen« Genen (z. B. be-
stimmten »Stoffwechselgenen«) deutliche Unterschiede aufweisen. Eindrucksvolle
Beispiele fur letzteren Fall liefern die in der westlichen Paldarktis verbreiteten Wasser-
frosche (Gattung Pelophylax), von denen viele Arten und Formen nur auf der Basis
molekularer Marker eindeutig diagnostizierbar sind (z. B. AKIN et al. 2010, Ubersicht
bei PLOTNER 2005).

Die hier dargelegten Zusammenhange verdeutlichen, dass morphologische Daten
zweifellos wichtige, fiir systematische Fragen relevante Informationen liefern, jedoch
in bestimmten Fallen zu Fehlinterpretationen fihren kénnen: einerseits werden mor-
phologisch sehr dhnliche Arten u. U. nicht als »verschieden« erkannt, andererseits
werden durch Modifikationen oder epigenetische Prozesse bedingte phéanotypische
Differenzen zwischen Individuen oder Populationen mitunter tberbewertet und
innerartliche Unterschiede als »Artmerkmale« interpretiert.

Die folgenden Ausfuhrungen beschranken sich auf den mitteleuropéischen Wasser-
froschkomplex, der die Arten Pelophylax lessonae (Kleiner Wasserfrosch), P. ridibundus
(Seefrosch) und die hybridogenetische Hybridform P. esculentus (Teichfrosch) umfasst.
Der Vorstellung diagnostisch nutzbarer Merkmale folgt eine kurze Darstellung statis-
tischer Methoden, die zur Analyse morphometrischer Daten geeignet sind und eine
Differenzierung zwischen P. lessonae, P. ridibundus und P. esculentus ermdglichen. Ab-
schliefend wird die Relevanz morphologisch-morphometrischer Methoden fur feld-
herpetologische Untersuchungen an mitteleuropéischen Wasserfréschen diskutiert.

Morphologisch-morphometrische Merkmale zur Differenzierung der mit-
teleuropaischen Wasserfroschformen

Bereits Ende der 1960er Jahre konnte der polnische Zoologe LESZEK BERGER zeigen,
dass die in Mitteleuropa lebenden Wasserfroschformen auf der Grundlage morpholo-
gischer Merkmale differenziert werden kénnen (BERGER 1967, 1968). In den Folgejah-
ren wurde durch umfangreiche molekulare Untersuchungen (z. B. UzzELL & BERGER
1975, TUNNER 1973) der diagnostische Wert bestimmter phanotypischer Merkmale
und morphometrischer Indizes fur die Wasserfroschsystematik verifiziert.
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Abb. 1: Ansicht des Fersenhdckers und der ersten Zehe ostdeutscher Wasserfrdsche. a: P. lessonae-
Weibchen, Population Goldenbaum, b: P. ridibundus-Mannchen, Population Alte Oder, c: P. esculen-
tus-Méannchen (triploid?), Population Goldenbaum, d: P. esculentus-Mannchen (diploid), Population
Alte Oder, e: P. esculentus-Mannchen (triploid), Population Berlin-ZiegelstraRe, f: P. esculentus-
Mannchen (diploid), Population Berlin-Ziegelstral3e.

Photographs of the metatarsal tubercle and the first toe of eastern German water frogs. a: P. lessonae
female, population Goldenbaum, b: P. ridibundus male, population Alte Oder, c: P. esculentus male
(triploid?), population Goldenbaum, d: P. esculentus male (diploid), population Alte Oder, e: P.
esculentus male (triploid), population Berlin-Ziegelstrae, f: P. esculentus male (diploid), population
Berlin-ZiegelstraRe.

Die wohl wichtigsten morphologischen Merkmale zur Differenzierung zwischen P.
lessonae, P. ridibundus und P. esculentus sind Form und GroRe des Fersenhdckers, wel-
cher auch als innerer Metatarsaltuberkel oder Callus internus bezeichnet wird (vgl.
GUNTHER 1990). Dieser liegt als Erhebung an der Basis der inneren (1.) Zehe (Digitus
primus, Abb. 1). Der Fersenhdcker des Seefroschs ist relativ klein und dreieck- oder
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walzenformig (Abb. 1b). Beim Kleinen Wasserfrosch ist er hoch gewdlbt und in der
Regel halbkreisformig ausgebildet, im Vergleich zur Lange der 1. Zehe ist er relativ
grol3 (Abb. 1a), moglicherweise eine Anpassung an die terrestrisch gepréagte Lebens-
weise von P. lessonae auRBerhalb der Paarungszeit (ein groRer Hocker durfte das Gra-
ben in festerem Substrat, z. B. Waldboden, wesentlich erleichtern). Dem Hybridcha-
rakter des Teichfroschs entsprechend ist der Fersenhécker bei diesem im Allgemeinen
grolRer als beim Seefrosch und kleiner als beim Kleinen Wasserfrosch. Bei einem gro-
Ren Teil der Teichfrosche ist er zwar gewdlbt, aber nie halbkreisférmig und so grof3
wie der Fersenhdcker des Kleinen Wasserfroschs; sein hochster Punkt ist meistens in
Richtung Zehenspitze verschoben (Abb. 1c, d, f).

Neben der Form des Fersenhdckers werden oft morphometrische Indizes zur Artdi-
agnose genutzt (Tab. 1, 2), z. B. der Quotient aus der Lange der 1. Zehe und der Lénge
des Hockers (ZL/HL) gemeinsam mit dem Quotienten aus der Lange des Unterschen-
kels (Tibia) und der Hockerlange (UL/HL). Prinzipiell ist bei Vergleichen morpho-
metrischer Daten zu berlcksichtigen, dass (1) alle Kérperproportionen, wie andere
Merkmale auch, genetisch und umweltbedingt variieren (siehe oben) und folglich
Unterschiede zwischen Individuen und Populationen auftreten (vgl. Tab. 2), und (2)
individuelle und methodisch bedingte Messfehler die Werte beeinflussen. So hat das
Alter der Individuen und die entsprechend der jeweiligen Altersgruppen verwendete
Messtechnik (Schiebelehre bei adulten Tieren, Binokular mit Messeinrichtung bei
juvenilen Individuen) einen Einfluss auf das Messergebnis und den Messfehler. Er-
gebnisdifferenzen sind auch zwischen Messungen zu erwarten, die an lebenden und
die an alkoholkonservierten Tieren erfolgen; auf letzteren basieren die in dieser Arbeit
dargestellten Werte.

Tab. 1: Minima, Maxima, arithmetische Mittel und Standardabweichungen diagnostischer Indizes fur
die mitteleuropaischen Wasserfroschformen P. lessonae, P. ridibundus und P. esculentus. LR: diploide
Hybriden, 3N: triploide Hybriden, KRL: Kopf-Rumpf-Lange, KB: Kopfbreite, UL: Lange des Unter-
schenkels, ZL: Lange der 1. Zehe, HL: Lange des Fersenhdckers, ANA: Abstand zwischen Nasenloch
und posteriorer Augenbegrenzung (vgl. Abb. 4).

Minima, maxima, arithmetic means and standard deviations of diagnostic parameters obtained from
the Central European water frog forms P. lessonae, P. ridibundus, and P. esculentus. LR: diploid hy-
brids, 3N: triploid hybrids, KRL: snout-vent-length, KB: head width, UL: tibia length, ZL: length of
the first toe, HL: length of the metatarsal tubercle, ANA: distance between nostril and the posterior
edge of the eye (illustrated in fig. 4).

Index P. lessonae LR 3N P. ridibundus
KRL/HL 10,0-14,3 10,1-20,2 11,5-23,6 17,4-25,4
12,5+1,05 16,1+ 1,58 15,7 £1,79 20,7 +£1,89
KB/NA 4,5-5,7 4,4-17 45-7,1 5,0-7,7
50+0,32 5,9+0,58 5,7+0,51 6,1+0,54
UL/ANA 2,2-25 2,129 2,0-2,9 2,7-3,2
2,3+0,07 2,6 £0,13 25+0,16 3,0£0,15
UL/HL 5,1-6,7 6,2-9,6 6,2-11,4 9,2-14,2
59+0,36 7,9+0,62 7,7+0,85 11,1+£1,04
ZL/HL 1,2-1,9 1,6-2,9 1,6-3,0 2,339
15+0,13 2,2+0,26 2,1+0,25 3,0+£0,35
ANA/HL 2,1-2,8 2,341 2,4-5,0 3,1-4,7

2,5+0,18 300,28 3,0+0,40 3,8+0,38
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Tab. 2: Populationsspezifische Werte (Minimum, Maximum, arithmetisches Mittel + Standardabwei-
chung) diagnostischer Indizes fur die mitteleuropdischen Wasserfroschformen P. lessonae (LL), P.
ridibundus (RR), diploide Hybriden (LR) und triploide Hybriden (3N). KRL: Kopf-Rumpf-Lange, KB:
Kopfbreite, UL: Lédnge des Unterschenkels, ZL: Léange der 1. Zehe, HL: Lange des Fersenhdckers,
ANA: Abstand zwischen Nasenloch und posteriorer Augenbegrenzung (vgl. Abb. 4). L-E: lessonae-
esculentus System, R-E: ridibundus-esculentus System (UzzELL & BERGER 1975).

Population specific values (minimum, maximum, arithmetic mean + standard deviation) of diagnostic
parameters obtained from the Central European water frog forms P. lessonae (LL), P. ridibundus (RR),
diploid hybrids (LR), and triploid hybrids (3N). KRL: snout-vent-length, KB: head width, UL: tibia
length, ZL: length of the first toe, HL: length of the metatarsal tubercle, ANA: distance between
nostril and the posterior edge of the eye (see fig. 4). L-E: lessonae-esculentus system, R-E: ridibundus-
esculentus system (UzzELL & BERGER 1975).

Population Genotyp Index
KRL/HL  KB/NA UL/ANA  UL/HL ZL/HL ANA/HL
Alte Oder (R-E) RR 17,4-25,4 5,0-7,7 2,7-3,2 9,2-14,2 2,3-39 3,1-4,7
208+19 6,2+056 29+015 112+108 3,0%0,35 3,8+£0,39
LR 13,5-15,8 5,8-6,6 2,5-2,8 7,0-7,7 1,7-2,1 25-31
147+0,78 6,2+0,27 2,7+0,09 75+029 19+0,12 2,8+0,18
Etzin (R-E) RR 18,8-224  56-6,4 2,7-32 10,0-120 2,8-35 3,3-4,0
206+152 61+035 30+£022 11,1+090 31+031 3,7£0,32
LR 10,1-18,6  4,4-64 25-28 6,7-9,6 1,6-2,5 2,5-35
152+183 54+058 26+010 7,7+0,70 21+0,20 2,9+0,27
3N 14,4-20,0 5,0-6,3 24-28 6,8-9,5 19-25 2,5-4,0
16,1+188 56+051 26+014 78+085 21+0,24 3,0+£0,45
Goldenbaum (L-E) LL 10,0-14,3  4,6-5,7 2,2-23 5,1-6,7 13-17 2,2-28
120+121 50+047 23+0,03 58+042 15+0,10 2,5+0,27
LR 12,0-16,7 - - 7,6-8,1 2,0-2,2 -
14,4+ 3,35 78+034 21+£0,15
3N 11,5-15,8 4,7-6,3 2,3-2,6 6,4-8,2 1,6-2,3 2,7-3,2
140+129 56+054 24+011 72+054 20+0,18 3,0+£0,21
Ahrensfelde (L-E) LL 11,3-13,5 48-54 24-25 5,4-6,3 1,2-1,8 2,1-2,6
125+094 51+029 24+0,06 59+036 15+0,21 24+£0,20
3N 13,1-16,6 5,1-58 2,4-2,7 6,2-7,6 1,7-2,0 25-31

142+164 54+028 25+014 68+063 180,16 2,7+0,28

Farb- und Zeichnungsmerkmale kénnen ebenfalls zur Bestimmung mitteleuropaéi-
scher Wasserfrésche herangezogen werden (vgl. GUNTHER 1990, PLOTNER 2005). So
zeigen P. lessonae Mannchen wahrend der Paarungszeit (Mai-Juni) eine intensive
Gelbfarbung auf der Oberseite des Riickens und den Oberschenkeln (Abb. 2). Gelbe
Farbpigmente treten auch beim Teichfrosch auf, jedoch nie beim Seefrosch (Abb. 3).
Fir letzteren sind weiterhin grof3e, unregelmafig geformte und angeordnete, braun-
lich oder grinliche Flecken auf dem Rucken, den Kdrperseiten und den Oberseiten
der Extremitaten charakteristisch, es kommen aber auch Tiere vor, die fast fleckenlos
sind (Abb. 3). Im Vergleich zum Seefrosch sind beim Kleinen Wasserfrosch die Fle-
cken auf der Oberseite des Korpers wesentlich kleiner, dunkler (schwarzlich) und
scharfrandig gegen den Untergrund abgesetzt. Viele Teichfrosche &dhneln in diesem
Merkmalskomplex dem Kleinen Wasserfrosch, einige Exemplare weisen jedoch auch
eine »seefroschahnliche« Zeichnung auf (Abb. 3).

Auch die Bauchseiten der drei Wasserfroschformen zeigen spezifische Farbmerkmale,
deren diagnostischer Wert auf Grund einer hohen Variabilitat bei allen Formen jedoch
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nur gering ist. Der Bauch des Seefroschs ist hdufig stark grau oder schwarz marmo-
riert, der des Kleinen Wasserfrosch dagegen oft nahezu unpigmentiert. Beim Teich-
frosch kann die Bauchseite von einfarbig weilllich, Uber leicht gepunktet bis hin zu
stark graulich-schwarz gefleckt oder marmoriert variieren, wobei kein klarer Zusam-
menhang zwischen Genotyp (LR, LLR, LRR - siehe unten) und Zeichnungsmuster
besteht (Abb. 5). Der diagnostische Wert der Schallblasenfarbung ménnlicher Wasser-
frosche ist ebenfalls eingeschréankt: bei P. ridibundus-M&nnchen sind die Schallblasen
hellgrau bis schwérzlich (Abb. 3), bei P. lessonae-Mannchen dagegen immer weililich
und bei P. esculentus-Mannchen wei bis dunkelgrau in allen Ubergangen (Abb. 2).
Hier gilt, dass es sich bei Tieren mit hellen unpigmentierten Schallblasen nie um ein-
heimische Seefrosche handelt, sondern entweder um P. lessonae oder P. esculentus.

Auf der Basis der genannten morphologischen Merkmale, insbesondere der Form und
Grole des Fersenhdckers, ist es nach unseren Erfahrungen mdoglich, die Formzugehd-
rigkeit von ca. 90 % der mitteleuropdischen Wasserfrosche auch im Feld sicher zu
bestimmen (vgl. MuTz 2009). Werden zusatzlich morphometrische Parameter erfasst,
kann die Determinationsgenauigkeit weiter verbessert werden. Es treten jedoch auch
immer wieder Teichfrésche auf, die morphologisch einer ihrer Elternarten dhneln und
nur mittels genetischer Methoden eindeutig bestimmt werden kénnen. In der Regel
handelt es sich in solchen Fallen um triploide Tiere, die entweder zwei Chromoso-
mensatze des Kleinen Wasserfroschs (LL) und einen Chromosomensatz des See-
froschs (R) in ihren Kdrperzellen besitzen (sogenannte LLR-Hybriden), oder um Tiere,
die zwei ridibundus-Chromosomensétze und einen lessonae-Chromosomensatz aufwei-
sen (RRL-Hybriden, GUNTHER et al. 1979).

LLR-Individuen werden oft mit P. lessonae verwechselt, da bei diesen sehr wahr-
scheinlich die lessonae-spezifischen Genprodukte (z. B. bestimmte Einweil3e) aufgrund
des doppelt vorliegenden lessonae-Chromosomensatzes in grofierer Menge gebildet
werden als die ridibundus-spezifischen Genprodukte und somit LLR-Individuen hu-
fig lessonae-ahnliche Merkmale aufweisen, z. B. einen relativ grolien Fersenhocker
(Abb. 1c, e), und wahrend der Paarungszeit eine gelbliche Farbung der Oberseite.
Dartber hinaus sind LLR-Individuen oft kleinwichsiger als diploide (LR) Teichfro-
sche und auch ihr lessonae-dhnlicher Ruf dirfte ein Grund fur Verwechslungen mit P.
lessonae sein. In Analogie zu LLR-Individuen kdénnen RRL-Individuen Seefréschen
dhneln, da hier die Gene des Seefroschs im Verhaltnis 2 : 1 dominieren und folglich
mehr ridibundus-spezifische Genprodukte gebildet werden. Solche sogenannten Gen-
Dosis-Effekte durften die Hauptursache fur Merkmalsuberschneidungen sein, wie sie
zwischen triploiden Hybriden und den Elternarten auftreten.

Es ist jedoch keinesfalls sicher, ob bei triploiden Tieren alle Gene einem solchen Dosis-
Effekt unterliegen. So beschreibt TUNNER (2000) Triploide, bei denen Merkmale des
Kleinen Wasserfroschs mit typischen Seefrosch-Merkmalen kombiniert waren. Diese
Tiere besallen einen groRen, an P. lessonae erinnernden Fersenhdcker, entsprachen in
der Korperlange aber mehr P. ridibundus. Wahrend der Fortpflanzung waren sie gelb-
grun gefarbt, ahnlich den P. lessonae-Mannchen; im Spatsommer, Herbst und vor
allem nach der Winterruhe waren sie auf den ersten Blick jedoch kaum von Seefro-
schen zu unterscheiden. Gegen einen generellen Gen-Dosis-Effekt spricht ebenfalls die
Tatsache, dass bei verschiedenen morphometrischen Indizes, die eine klare Differen-
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Abb. 2a: P. lessonae M&nnchen. Die intensive Gelbfarbung und die ungefleckte Oberseite zéhlen zu
den charakteristischen Merkmalen von P. lessonae-Mannchen wéhrend der Paarungszeit. b: Paarung
eines P. lessonae-Mannchens mit einem P. esculentus-Weibchen. In Populationen des L-E-Systems
treten solche Mischpaarungen haufig auf. ¢: Rufendes P. lessonae-Mannchen. Die Schallblasen sind bei
den Mannchen dieser Art immer weillich gefarbt. d: Rufendes P. esculentus-Mé&nnchen. Auch bei der
Hybridform sind die Schallblasen oft sehr hell. e: Braun-griingelb gefarbtes P. lessonae-Weibchen aus
einem Moorgebiet in Nordbrandenburg (Naturpark Stechlin-Ruppiner Land). f: P. esculentus-Weib-
chen aus dem gleichen Moor. Auch diese Tiere weisen einen relativ hohen Braunanteil in ihrer F&r-
bung auf. Fotos: 1a-d: B. TRAPP; le—f: J. PLOTNER.

a: Male of P. lessonae. The intense yellow colour and the spotless dorsal side are species-specific
characters exhibited during the breeding season. b: Mating between a P. lessonae male and a P. escu-
lentus female. Such heterotypic matings occur frequently in populations of the L-E system. c: A calling
P. lessonae male. The vocal sacs of P. lessonae males are always whitish. d: A calling P. esculentus male.
In the hybrid form the colour of the vocal sacs is often whitish as in P. lessonae. e: A brown-yellow-
green coloured P. lessonae female from a moor in northern Brandenburg (Naturpark Stechlin-
Ruppiner Land). f: P. esculentus females from the same area. These specimens also exhibit a relatively
large amount of brown in their colouration.
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Abb. 3a: P. ridibundus-Phénotyp (Genotyp RR oder RRL) mit ausgepragter Ruckenlinie. b: Typisch
gefarbtes P. esculentus-Weibchen. c: Olivgrunes, fast fleckenloses P. ridibundus-Méannchen. d: P.
esculentus, seltene blaue Farbvariante. e: Braun gefarbtes P. ridibundus-Mé&nnchen. Chrakteristisch fur
diese Art sind die dunkel geférbten Schallblasen. f: Braun gefarbter P. esculentus mit ausgepragter
Dorsallinie. Die Gelbfarbung auf den Oberschenkeln schlief3t eine Verwechslung mit P. ridibundus
aus. Fotos: 1a, b, d, f: B. TRAPP; 1c: C. SCHEIB; 1e: A. NOLLERT.

a: P. ridibundus phenotype (genotype RR or RRL) with a distinctive dorsal stripe. b: A typically col-
oured P. esculentus female. c: An olive-green, nearly unspotted P. ridibundus male. d: A blue coloured
P. esculentus; such individuals are rare. e: A brown coloured P. ridibundus male. The dark colouration
of the vocal sacs is characteristic of this species. f: Brown coloured P. esculentus with a distinct dorsal
stripe. The yellow colour on the femurs is a characteristic feature of P. lessonae and P. esculentus; it is
never seen in P. ridibundus.
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zierung zwischen P. lessonae und P. ridibundus ermdglichen (Tab. 1), keine statistisch
gesicherten Unterschiede zwischen den Werten diploider und denen triploider P.
esculentus sichtbar waren (GUNTHER 1975, PLOTNER 1991, PLOTNER et al. 1994). Dar-
Uber hinaus unterlagen die bisher gefundenen diagnostischen Indizes auch bei den
triploiden Tieren einer Normalverteilung und zeigten keine zweigipflige (bimodale)
Verteilung wie fur zwei phénotypisch unterschiedliche Gruppen (lessonae-éghnliche
LRR- und ridibundus-&hnliche LRR-Individuen) erwartet werden kann (PLOTNER 1991).

Die Ursachen fir diese Phdnomene liegen weitgehend im Dunkeln. Genomische
Pragung (Imprinting), d. h. die Inaktivierung bestimmter Gene, kommen ebenso in
Betracht (TUNNER 2000) wie Selektion und genetische Rekombination (Austausch
genetischen Materials zwischen dem lessonae- und dem ridibundus-Genom; VORBUR-
GER 2001), was an bestimmten Genorten (Loci) zu einem Uberschuss lessonae-spezifi-
scher Allele und an anderen zu einer Dominanz ridibundus-spezifischer Allele fihren
kann. Verschiedene Untersuchungen lieferten konkrete Hinweise fir Rekombination-
sereignisse bei einem geringen Prozentsatz (< 10 %) der P. esculentus-Individuen (z. B.
UZzZELL & BERGER 1975, UzzELL et al. 1977, PLOTNER & KLINKHARDT 1992). Im Dnjepr-
Becken (Ukraine) wiesen dagegen 17 % der untersuchten Tiere rekombinierte Genome
auf (MEZHZHERIN & MOROZzOV-LEONOV 1997). Nach den Ergebnissen von Chromoso-
menanalysen, die an polnischen Wasserfroschen durchgefiihrt wurden, kénnte der
prozentuale Anteil an diploiden und triploiden Teichfréschen mit rekombiniertem
Genom noch wesentlich héher sein (ca. 70 %, OGIELSKA et al. 2007), was erklaren wir-
de, (1) warum diploide esculentus-Individuen von triploiden morphometrisch nicht
differenziert werden kénnen und (2) die Haufigkeitsverteilungen morphometrischer
Indizes des Hybriden mit denen der Elternarten z. T. deutlich tberlappen (vgl. PLOT-
NER 1991, PLOTNER et al. 1994). Hohe Rekombinations- und Introgressionsraten
(> 80 %) postulierte auch SCHROER (1997a) fur westfalische Wasserfrosche auf der
Grundlage proteinelektrophoretischer Untersuchungen. Mdoglicherweise liegt darin
die Ursache fir die vergleichsweise hohe Diskrepanz zwischen den Determinations-
ergebnissen, die bei diesen Fréschen auf morphologisch-morphometrischen Methoden
basierten und den auf proteinelektrophoretischer Grundlage erfolgten Genotypisie-
rungen (SCHROER 1997a, b). Der Uberwiegende Teil der fortpflanzungsfahigen Teich-
frosche scheint sich jedoch klonal zu reproduzieren, d. h. die Keimzellen dieser Tiere
enthalten ein vollstandiges, nicht rekombiniertes elterliches Genom (entweder das
lessonae- oder das ridibundus-Genom); viele diploide Weibchen (Genotyp LR) bilden
auch Eier, die noch beide elterlichen Genome (L + R) enthalten (Ubersicht bei PLOTNER
2005, 2007).

Die Bestimmung der Ploidie (Anzahl der Chromosomensétze) ist eine unabdingbare
Voraussetzung, um Verwechslungen zwischen P. lessonae und LLR-Hybriden auszu-
schlieffen und tragt damit wesentlich zur Minimierung von Determinationsfehlern
bei. Eine einfache, aber hinreichend genaue Methode zur Ploidiebestimmung ist die
Vermessung von roten Blutkorperchen (Erythrozyten), die bei triploiden im Vergleich
zu diploiden Tieren ca. ein Drittel groRer sind (UzzeLL & BERGER 1975, GUNTHER
1977). Da die Vermessung von Erythrozyten nur mittels eines Mikroskops méglich ist,
das Uber eine Messeinrichtung (z. B. Okularmikrometer) verfugt, und fur solche Un-
tersuchungen tier- und artenschutzrechtliche Genehmigungen erforderlich sind, wird
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auf die Bestimmung der Ploidie im Rahmen feldherpetologischer Untersuchungen in
der Regel verzichtet (z. B. MuTz 2009). Die von FOG (1994) vorgeschlagene Methode,
die Farbung und Zeichnung der Unterseite des Oberschenkels zur Bestimmung des
Genotyps von Teichfroschen (LR, LLR, RRL) heranzuziehen, wurde bisher nicht mit-
tels molekularer Methoden verifiziert und ihre Zweckdienlichkeit erscheint vor dem
Hintergrund der groRen phénotypischen Variabilitidt von P. esculentus mehr als frag-
lich.

Statistische Methoden zur Differenzierung der mitteleuropéischen Wasser-
frosche

Von den vielfaltigen Moglichkeiten der statistischen Datenanalyse sollen hier exem-
plarisch Methoden vorgestellt werden, die fur die Differenzierung der einheimischen
Wasserfroschformen haufig Verwendung finden. Die nachfolgenden Beispiele basie-
ren auf einem Datensatz, der an alkoholkonservierten Tieren aus der Sammlung des
Museums fur Naturkunde Berlin gewonnen wurde (PLOTNER 1991). Alle Tiere (31 P.
lessonae, 51 P. ridibundus, 121 diploide und 136 triploide Hybriden) stammen aus ost-
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Abb. 4: Messstrecken und Ansatzpunkte der Schiebelehre fur die morphometrischen Parameter Kopf-
Rumpf-Lange (KRL), Kopfbreite (KB), Lange des Unterschenkels (UL), Lange der 1. Zehe + Lange des
Fersenhdckers (ZHL), Lange des Fersenhockers (HL), Abstand zwischen linkem und rechtem Nasen-
loch (NA), Trommelfelldurchmesser (TD) und Abstand zwischen Nasenloch und posteriorer Augen-
begrenzung (ANA). Die Lénge der 1. Zehe (ZL) wurde durch Subtraktion der Hockerlange (HL) vom
Parameter ZHL ermittelt.

Parameters measured: KRL: snout-vent-length, KB: head width; UL: tibia length; ZHL: length of the
first toe + length of the metatarsal tubercle; HL: length of the metatarsal tubercle; NA: distance be-
tween the left and right nostrils; TD: diameter of the tympanum; ANA: distance between the nostril
and the posterior eye edge. The length of the first toe (ZL) was obtained by the formula: ZL = ZHL-HL.
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Abb. 5: Phanotypische Variabilitadt der Ober- und Unterseiten bei P. esculentus. a, b: Diploides (LR)
Mannchen. c, d: Triploides LLR-Mannchen. Die Oberseite ist ahnlich wie bei P. lessonae weitgehend
ungefleckt. e, f: Triploides LRR-Mannchen mit schwach gefleckter Unterseite. Fotos: A. HOFFMANN.
Phenotypic variability of the dorsal and ventral sides of P. esculentus. a, b: Diploid (LR) male. c, d:
Triploid LLR male. The back is largely unspotted as in P. lessonae. e, f: Triploid LRR male with a
faintly-spotted belly.

deutschen Populationen des lessonae-esculentus-Systems (L-E System, vgl. UzzELL &
BERGER 1975; Toter See bei Muhlenbeck nérdlich Berlins: 8 P. lessonae/4 diploide Hyb-
riden/1 triploider Hybrid; Carpin, Ortsteil Goldenbaum suddstlich von Neustrelitz:
15/2/13; Berlin-Ahrensfelde: 4/0/4; Berlin-Mahlsdorf: 2/12/26), des ridibundus-esculen-
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tus-Systems (R-E-System, UzzeLL & BERGER 1975; Etzin stdlich von Nauen: 4 P. ridi-
bundus/14 diploide Hybriden/8 triploide Hybriden; Oderaue bei Lebus nérdlich von
Frankfurt/O.: 42/6/0; Steckby nordwestlich von Dessau: 5/0/0) und aus reinen Hybrid-
Populationen (Boltenhagen nordwestlich von Wismar: 28 diploide Hybriden/32
triploide Hybriden; Hutter Wohld bei Rostock: 18/28; Berlin-Ziegelstralle: 35/24).
Weiterhin wurden 2 diploide P. esculentus aus einer Population bei Blumberg &stlich
Berlins, ein P. lessonae aus dem Hiitter Wohld bei Rostock und ein P. lessonae aus Etzin
in die Untersuchungen einbezogen. Mittels einer Schiebelehre wurden acht Parameter
gemessen (Abb. 4) und anschliel3end einer statistischen Analyse unterzogen.

Die eindimensionale grafische Darstellung der Verteilung morphometrischer Indizes
ist eine der einfachsten Mdglichkeiten, phanotypische Unterschiede zwischen den
mitteleuropaischen Wasserfroschformen sichtbar zu machen. In Abbildung 6 wurde
dafur der sogenannte Boxplot gewahlt (auch als Box-Whisker-Plot bezeichnet). Die
Box (Rechteck) entspricht dem mittleren Bereich einer Werteverteilung, in dem 50 %
der Daten liegen. In der Box ist der Median als durchgehende Linie eingezeichnet,
unter und oberhalb des Medians liegen jeweils 50 % der Messwerte. Das »+« in der
Box kennzeichnet das arithmetische Mittel. Werte, die auRerhalb der Box liegen, wer-
den durch direkt an die Box anschlieBende Linien (Whisker) dargestellt. Separate
Punkte (Quadrate) kennzeichnen sogenannte »Ausreifler«, definitionsgemal liegen
diese Werte in einem Bereich auflerhalb der 1,5-fachen Boxbreite. Die Boxplots der
diagnostischen Indizes ZL/HL und UL/HL (Abb. 6) veranschaulichen die zwischen
den mitteleuropéaischen Wasserfroschformen P. lessonae, P. ridibundus und P. esculentus
bestehenden phéanotypischen Differenzen. Uberschneidungen zwischen P. lessonae
und P. ridibundus spezifischen Werten sind bei diesen Indizes nicht zu verzeichnen,
die Werteverteilungen diploider und triploider Hybriden Uberlappen dagegen weit-
gehend. Gleichzeitig wird deutlich, dass Uberschneidungen zwischen den Werten der
Elternarten und denen der Hybridformen auftreten.

Neben eindimensionalen Darstellungen morphometrischer Indizes kénnen auch zwei
Indizes ins Verhaltnis gesetzt werden (Abb. 7). Dartiber hinaus ist es moéglich, mehre-
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Abb. 7: Beziehung zwischen den diagnostischen Indizes Lange des Unterschenkels/Abstand zwischen
Nasenloch und posteriorer Augenbegrenzung (UL/ANA) und Lange der 1. Zehe/L&nge des Fersen-
hockers (ZL/HL). LR: diploide Hybriden, 3N: triploide Hybriden.
Correlation between the diagnostic parameters tibia length/distance between the nostril and posterior
eye edge (UL/ANA) and length of the first toe/length of the metatarsal tubercle (ZL/HL). LR: diploid
hybrids, 3N: triploid hybrids.
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re Parameter gleichzeitig mittels hochaufldsender multivariater Verfahren zu analy-
sieren, dazu gehoren Clusteranalyse, Hauptkomponentenanalyse, Faktoranalyse,
Diskriminanzanalyse und neuronale Netzwerke. Neben einem tieferen mathemati-
schen Verstandnis ist fr diese Verfahren die Verfligbarkeit entsprechender Compu-
terprogramme erforderlich. Die Leistungsfahigkeit multivariater Verfahren soll im
Folgenden am Beispiel der Diskriminanzanalyse gezeigt werden.

Die Diskriminanzanalyse ist ein konfirmatorisches Verfahren, sie setzt voraus, dass
die Gruppenzugehdrigkeit einer Anzahl von Objekten bekannt ist. Es werden also
keine Gruppen gebildet wie beispielsweise bei der Clusteranalyse, sondern es wird
von einer bestehenden Gruppierung ausgegangen und die Qualitét dieser Gruppie-
rung Uberprift. Dartiber hinaus kann analysiert werden, welche Variablen fur die
Gruppenbildung besonders geeignet sind oder auf welche Variablen sich die Grup-
penunterschiede hauptsachlich zurtickfihren lassen und in welche Gruppe ein neues
Objekt aufgrund seiner Merkmalsauspragungen einsortiert wird. In unserem Beispiel
handelt es sich bei den Gruppen um die vier verschiedenen Wasserfroschformen (P.
lessonae, diploide LR-Hybriden, triploide Hybriden und P. ridibundus), die Objekte
entsprechen den untersuchten Individuen. Neben eindeutigen morphologischen
Merkmalen wurden von vielen Individuen proteinelektrophoretische Daten zur Be-
stimmung der Gruppenzugehdrigkeit herangezogen und im Fall der Hybridformen
zusatzlich die Ploidie mittels Erythrozytenmessung bestimmt (PLOTNER 1991, PLOT-
NER & KLINKHARDT 1992).

Unter Verwendung der erfassten morphometrischen Variablen (Abb. 4) wurden mit
dem Programm STATGRAPHICS Centurion XV, Version 15.2.14, Diskriminanzfunk-
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Abb. 8: Plot der 1. und 2. Diskriminanzfunktion. LR: diploide Hybriden, 3N: triploide Hybriden.
Plot of the first and second discriminant functions. LR: diploid hybrids, 3N: triploid hybrids.

tionen als Linearkombinationen dieser Variablen berechnet. Von den insgesamt 320
Individuen, die zur Modellanpassung verwendet wurden, konnten 74,7 % richtig
klassifiziert werden, darunter befanden sich alle P. lessonae und 98 % der P. ridibundus
Individuen (Tab. 3, Abb. 8). 2,5 % der diploiden (LR) Hybriden und 5,4 % der triploi-
den Hybriden wurden félschlicherweise als P. lessonae klassifiziert; 3,1 % der triploi-
den Teichfrosche konnten nicht von P. ridibundus differenziert werden. Der héchste
Anteil der Fehlklassifikationen war zwischen diploiden und triploiden Individuen zu
verzeichnen; 31,1 % der diploiden Hybriden wurden als triploid und 22,3 % der
triploiden Hybriden als diploid eingruppiert. Werden Diploide und Triploide als eine
Gruppe (P. esulentus) behandelt, erhdht sich der Anteil der korrekt klassifizierten
Genotypen auf ca. 95 %. Vergleichbare Resultate konnten mittels Bayesscher Klassifi-
kation erzielt werden (Tab. 3).

Tab. 3: Klassifikation von P. lessonae, diploiden (LR) und triploiden (3N) Hybridfréschen und P.
ridibundus mittels Diskriminanzanalyse (D) und Bayes’scher Statistik (B).

Classification of P. lessonae, diploid (LR) and triploid (3N) hybrids, and P. ridibundus based on dis-
criminant analysis (D) and Bayesian statistics (B).

Form Gruppengrofle  Verfahren Vorhergesagt
P. lessonae LR 3N P. ridibundus

P. lessonae 20 D 100 % 0% 0% 0%

B 95 % 0% 5% 0%
LR 119 D 25% 66,4 % 3L,1% 0%

B 59 % 53,8 % 37,8% 25%
3N 130 D 54 % 22,3% 69,2 % 31%

B 9,2 % 16,2 % 69,2 % 54 %
P. ridibundus 51 D 0% 2,0% 0% 98,0 %

B 0% 2,0% 0% 98,0 %
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Schlussfolgerungen fur die feldherpetologische Arbeit

Mittels morphologischer und morphometrischer Methoden kdnnen die mitteleuropai-
schen Wasserfroscharten P. lessonae und P. ridibundus und die Hybridform P. esculen-
tus mit hoher Sicherheit bestimmt werden. Diese Aussage trifft allerdings nur flr
Populationen zu, in die keine fremdlandischen (allochthonen) Wasserfrosche einge-
schleppt wurden (vgl. PAGANO & JoLYy 1999). Entgegen anderer Auffassungen (z. B.
BERGER & GUNTHER 1988), ist eine eindeutige morphologische oder morphometrische
Differenzierung zwischen diploiden und triploiden Teichfréschen oder zwischen
LLR- und RRL-Genotypen nicht moéglich und aus wissenschaftlicher Sicht unzuléssig.
Deshalb erlauben morphologisch-morphometrische Daten Aussagen zur genetischen
Struktur von Wasserfrosch-Populationen nur in begrenztem Umfang; es kann ledig-
lich entschieden werden, um welches Populationssystem (L-E, R-E oder reine Hyb-
ridpopulation) es sich handelt und welchen quantitativen Anteil die Formen P. lesso-
nae, P. ridibundus und P. esculentus an der Population haben. Genetische Analysen sind
fur solche Einstufungen nicht zwingend erforderlich, sie kbnnen aber zur Verringe-
rung von Fehlbestimmungen beitragen und liefern dartber hinaus zuséatzliche Infor-
mationen, z. B. zur genetischen Variabilitat der Population oder zum quantitativen
Verhaltnis zwischen LR-, LLR- und RRL-Genotypen. Auf keinen Fall kénnen allein
auf der Grundlage morphologischer oder morphometrischer Daten Schlussfolgerun-
gen zu den Reproduktionsmodi von Wasserfrosch-Populationen und den zu Grunde
liegenden Vererbungsmustern gezogen werden, wie in der Arbeit von MuTz (2009)
suggeriert wird. Abgesehen von der Tatsache, dass in der von MuTz untersuchten
Population (Heiliges Meer bei Hopsten, Nordrhein-Westfalen) keine Ploidiebestim-
mung vorgenommen wurde, d. h. das Vorkommen triploider Teichfrésche nicht aus-
geschlossen werden kann, kénnen die beobachteten Merkmalsverteilungen (Zitat:
»neben ,typischen’ Teichfroschen traten Individuen auf, die jeweils einer ihrer Eltern-
arten ahnelten«) auch durch maternale (zytonukleare) Effekte erklart werden und
bedeuten nicht zwangslaufig, dass auch beim Teichfrosch die Vererbung der elterli-
chen Genome nach den Mendelschen Regeln erfolgt. Um Aussagen zur Populations-
genetik treffen zu kénnen, bedarf es spezifischer molekularer Methoden.

AbschlieBend soll noch darauf hingewiesen werden, das die im Feld oft praktizierte
Bestimmung von Wasserfroschen anhand von Farbungs- und Rufmerkmalen mit
einer hohen Fehlerquote behaftet ist. Wahrend P. ridibundus durch seinen charakteris-
tischen Paarungsruf zweifelsfrei bestimmt werden kann (vgl. SCHNEIDER 2004), ist fur
die Differenzierung zwischen P. lessonae und P. esculentus, speziell LLR-Individuen,
die Ansicht des Fersenhdckers unumgénglich, was mit dem Fang der Tiere verbunden
ist. Inzwischen sind auch einfache und kostengunstige molekulare Methoden zur
Differenzierung der mitteleuropéischen Wasserfroschformen verfugbar (z. B. CHRIS-
TIANSEN 2005, PATRELLE et al. 2010). In Zweifelsféllen sollte auf Standardtests zuriick-
gegriffen werden, die u. a. von unserem Labor preiswert angeboten werden.

Die Komplexitat der Wasserfroschproblematik stellt sowohl fuir Systematiker, Popula-
tionsgenetiker und Evolutionshiologen als auch fur Feldherpetologen eine Herausfor-
derung dar. Im Rahmen feldherpetologischer Arbeiten sind Untersuchungen zur
phanotypischen Variabilitdt der mitteleuropaischen Wasserfroschformen ebenso ge-
fragt wie Kartierungen der Populationssysteme oder die Aufzeichnung 6kologischer
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Daten. In diesem Sinn versteht sich der vorliegenden Beitrag als Anstol3 flr weitere
Untersuchungen am mitteleuropéischen Wasserfroschkomplex.
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