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TOM TAT

Phan loai ndng noc chinh xac cung cép théng tin giai doan du tring cac loai ludng cu gidp ich
trong céng tac bao ton va nghién clu déc diém vong ddi, sinh théi clia ching. Dua trén d{ liéu
hinh thai va sinh hoc phan td, nghién cu nay da xac dinh chinh xac phan loai nong noc cua loai
Coc nudc Marten Occidozyga martensii ghi nhan tai cao nguyén Di Linh, Lam Dong. Cac mau vat
nong noc nay dugc thu vao mua mua thang 7 va thang 8 nam 2022. Phan tich dac diém hinh thai
va sinh hoc phan tir cia nong noc, phan tng khuéch dai trinh tu gene 16S rRNA bang viéc strdung
cap moi AH-16S_S va AH-165_R. Trinh tu gene 16S rRNA clia chiing triing khép véi trinh tu cac
mau vat dugc thu tai dia diém mé ta géc O. martensii & Bangkok (Thai Lan) va c6 quan hé gan véi
O. laevis & Philippines. Két qua nghién ctu cung cap mo ta hinh thai chi tiét nong noc O. martensii
& giai doan 37 va nhimng thay d6i hinh thai tU giai doan 37 dén giai doan 41, v&i cac dac diém nhan
dién: vay dudi trén bt dau phia sau géc dudi tai vi tri khoang 17% chiéu dai dudi, c6 vét den doc
trudc hai mét va vét den ngang sau miéng, bung mau nau vai nhiéu dém trang. Hinh thai nong
noc clia O. martensii khac biét rd rang véi hau hét cac loai trong giéng Occidozyga va tuong déng
cao nhéat vai O. laevis. Mac du vay, O. martensii chi khac biét véi O. laevis & vét den doc trudc hai
mat, dan dén viéc dé nham lan khi dinh danh hai loai nay bang dac diém hinh thai. Tuy nhién, dr
liéu sinh hoc phan t t&r nghién cu nay va cac nghién cdu trudc day cho thdy O. martensii la mot
don vi phan loai tach biét so vai O. laevis. Diéu nay cho thay su can thiét clia phuong phép sinh hoc
phan tl trong dinh loai cac loai ludng cu. D{ liéu phan loai hinh thai va sinh hoc phan tf ctia nong
noc loai O. martensii la co s& cho cac nghién ctiu phan loai va quan ly cac loai Coc nuéc Occidozyga

trong tuong lai.

Tuw khoa: 165 rRNA, Di Linh, hinh thai, ndng noc, Occidozyga martensii

MG PAU

Hién nay ludng cu 1 mét nhém loai nhay cam béi
bién déi khi hau va mét sinh canh do pha riing '~
Nhiéu nghién ctiu hién nay cung cép dic diém phan
loai & giai doan trudng thanh ctia nhiéu loai ludng cu
ma bd qua giai doan nong noc vi khé phén loai do
kich thudc nho va bién déi nhanh, trong khi thong
tin phan loai nong noc ¢6 thé gitp hiéu biét dic diém
sinh thai vé toan bo vong doi ctia éch nhai, va phuc vu
trong cong tac nghién ctiu da dang va bao tén ching
trong ty nhién*. Occidozyga martensii (Peters 1867)
la mot loai Coc nude phan bé rong & cac nude thudc
ban ddo Pong Duong (Indochina Peninsula) va bao
gom ca Quang Dong, Quing Tay, Hai Nam va Van
Nam thuoc Trung Quéc’®. Day la mot loai cé phan
bd va dai moi trudng sdng rong nén dugc danh gia &
cép d6 LC (it quan ngai) bdi Lién minh Bao ton Thién
nhién Quéc t&°. Nim 1867, Peters 1an ddu tién da mo
ta loai Céc nudc Marten thudc gidng Phrynoglossus.

Thép ky qua, nhiéu nghién ctu da ting dung thanh
cong cong cu sinh hoc phén ti d€ gidi quyét van dé
phan loai cho nhiéu loai lugng cu*”®. Bing din li¢u
sinh hoc phén ti Alexander Pyron va Wiens (2011) da
ching minh giéng Phrynoglossus 13 déng danh ctia
giéng Occidozyga Kuhl va Van Hasselt, 1822°. Tuy
nhién, gan d4y Kohler va cs. (2021) lai c6ng nhan hai
giéng Phrynoglossus va Occidozyga v6i bang chiing
sinh hoc phén tif va dic diém hinh thai lugi”. Mot s6
nghién ctiu tuong ty khac nhu Chan va cs. (2020) hay
Dubois va cs. (2021) hay Trageser va cs. (2021) ciing
phan chia hai giéng riéng biét Phrynoglossus va Occi-
dozyga trong ciy phét sinh loai x4y dung dugc'0-12.
Mic du véy, do viéc 14y mau chua diy du cdc taxa
cta hai giong Phrynoglossus va Occidozyga trong cac
nghién cttu nay, Frost (2023) da can nhic tam thoi chi
giit lai mot giéng duy nhat Occidozyga sensu lato”. O.
martensii ¢6 phd phan bd rong va it dugc quan tm
nghién ctiu nén cho dén hién nay, van chua c6 nghién
ctiu nao cung cdp mot cach ddy du vé thong tin phin
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loai va mo6 td dac diém hinh thai giai doan nong noc
cta chung. Sau khi dugc Peters (1867) 14n ddu tién
mo ta thi loai Coc nudc Marten O. martensii da dugc
Smith (1916) xép vao loai phu ctia O. laevis la loai Coc
nudc nhan phan bé & quain dao Philippines'®. Smith
(1916) ciing da cung cdp mot mo ta hinh thai nong
noc don gian ctia loai phu ma 6ng cho la ‘Phrynoglos-

sus laevis martensii’ 13

. Tuy nhién, Flury va cs. (2021)
va Lyu va cs. (2022) da chiing minh réng Occidozyga
laevisva O. martensii 1a hailoai tach biét va c6 quan hé
da phat sinh dua vao trinh tu gene 125 rRNA, tRNA-
Val, 16S rRNA va COI ciing nhu ¢6 vung phin bs
khéc nhau®!4. Nhu vay, hién nay don vi phan loai
va di@ liéu hinh thdi cia nong noc O. martensii van
chua dugc cung cip mot cach day du va chi tiét trong
bat ki nghién ctiu nao. Theo Gosner (1960), vong dsi
ctia cic loai éch nhdi trai qua 46 giai doan phat trién:
giai doan phoi (1-19), giai doan con noan (20-25), giai
doan nong noc (26-41) va giai doan con non bién théi
thanh con trudng thanh (42-46). o] giai doan nong
noc, ching tép trung ting trudng va hoan thién chi
sau (giai doan 26-40) cho dén khi bat d4u xudt hién
mam chi trude (giai doan 41) 1>, Trong nghién ctiu
nay, ching to6i tién hanh: (i) Phan loai cdc mau vat
nong noc ctia Céc nudc Marten O. martensii thu nhén
dugc & Cao nguyén Di Linh bang trinh tu gene 16S
rRNA (ii) Cung cip mo ta hinh thai nong noc giai
doan 37 mot cach chi tiét, va sy thay d6i vé hinh thai
nong noc tii giai doan 37 dén giai doan 41. Tu d6 so
sanh véi mo ta ctia Smith (1916) va xac nhén lai dic
diém phan loai chinh xdc cho nong noc O. martensii.
Day 1a nghién ctu déu tién cung cip dic di€ém hinh
thdi nong noc ctia Céc nudec Marten O. martensii dya
trén xdc nhan ctia din liéu sinh hoc phén tu.

PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Pham vi thu mau

Nong noc ctia O. martensii dugc thu vao ngay
25/07/2022 tai 11°26°57.21”N; 108° 3°22.49”E, d) cao
953m va ngay 27/08/2022 tai 11°17°51.25”N; 108°
5'41.76”E, d¢ cao 717m thu¢c dia phin huyén Di
Linh, tinh Ldm D6ng, Viét Nam. Miu nong noc dugc
chuyp séng bing mdy anh Canon 300D trong bé thuy
tinh nho. Cac mau vét duge ky hiéu: giai doan 37
(n=1): DL488; 38 (n=1): DL487; 39 (n=5): DL181,
DL246A, DL246B, DL246C, D1247; 40 (n=>5): DL489,
DL490, DL491, D1492, D1493; 41 (n=2): DL486A,
DL486B. Mau mo ldy ti m6 co dudi clia ndong noc
dugc bao quan trong con 99%. Tét cd cac mau vat con

lai dugc bao quan trong formalin 10%.

Phan tich hinh thai

Giai doan ctia nong noc dugc xac dinh dua trén Gos-
ner (1960)1°. Mau nong noc dugc do bing thudc
kep (sai s6 0,01 mm). Céc chi s6 do hinh thai dugc
duya theo Altig va McDiarmid (1999)!7 va Pezzuti va
cs. (2021)'8 bao gém: T8ng chiéu dai co thé (TL):
khoang céch tii phdn mut mom dén cudi dudi; Chiéu
dai than (BL): khoang cach tit ph4n mut mom dén
phan két thic cta thin (noi bat ddu cha co dudi);
Chiéu dai dudi (Tal): khodng céch tit diém bat dau
ctia co dudi dén cudi duodi; Chiéu cao dudi (MTH):
khodng cach 16n nhét cta vay dudi trén va vay dudi
dudi; Khoang cach hai mat (IOD): khoang cach gitia
hai con nguoi; Khoang cach hai mii (IND): khoang
cach ria cta hai mii; Chiéu cao co dudi (TMH):
khoang cach 16n nhét gitia co dudi trén va co dudi
dudi; Chiéu rong co dudi (TMW): khoang cich 16n
nhdt gitia bén trai va bén phai co dudi; Chiéu rong
than (BW): khoang cach 16n nhat gitia bén trai va bén
phai than; Chiéu cao than (BH): khoang cach I6n nhét
gilia mét bung va mit lung ctia than; Khoang cach
mat mém (ES): khodng céch tit chinh gitia hai mit
dén mut mom; Khoang cach mii mat (NE): khoang
cdch ctia chinh gitia hai mai dén chinh gitia hai mit;
Khoang cich maii mom (SN): khoang cach tii gitta hai
mii dén mat mém; Pudng kinh mit (ED): khoang
céch 16n nhét cta ria mét; Khoang céch tit méom dén
16 thé (SS); Pudng kinh dia miéng (ODW): chiéu
rong 16n nhét clia dia miéng; Chiéu cao vay dudi trén
(DFH): khodng cich 16n nhit tii mép ngoai dén mép
trong ctia vay dudi trén; Chiéu cao vay dudi duéi
(VFH): khodng cach 16n nhat tli mép ngoai dén mép
trong clia vay dudi dudi. Cong thic ring (LTRF) dua
theo Altig va McDiarmid (1999) 7.

Phan tich sinh hoc phan ti

Tach chiét DNA téng s6 tit mu mé clia nong noc
theo kit Omega BIO-TEK. Trinh ty DNA viing gene
16S rRNA (~550 bp) dugc khuéch dai st dung cép
modi AH-16S_S va AH-16S_R theo Grosjean va cs.
(2015)*. Thanh phan phan ting PCR (25 uL): 7,5 uL
nudc cét, 12,5 uL dung dich 2X Tools Taq PCR Mas-
ter Mix, 2 L méi (1 mM), 3 ul DNA téng. Chu trinh
nhiét ctia phan tng PCR: (1) Bién tinh DNA tOng
(92°C trong 3 phut); (2) Méi bét cap v6i DNA tdng
va khuéch dai trinh tu DNA muc tiéu (92°C trong 45
gidy, 52°C trong 45 gidy va 72°C trong 1 phut dugc lap
lai 3514n); (3) Tong hop trinh ty DNA muc tiéu (72°C
trong 5 phit) va dugc bao quan & 8°C. San phdm PCR
dugc tinh sach bing cach st dung CleanPCR kit (Pro-
teigene, Saint-Marcel, France). Giai trinh tu Sanger
dugc thuc hién bdi cong ty 1st BASE. Céc tép trinh ty
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AB1 xudi va ngugc dugc kiém tra, d6i chiéu va hiéu
chinh tha cong dya vao d6 thi AB1 Chromatogram
trén phan mém Chromas 2.6. Cac trinh ty xudi ngugc
da dugc dong nhat tit nghién ctiu nay va céc trinh ty
gene 16S rRNA ctia cic loai Fejervarya limnocharis, F.
cancrivora, Limnonectes kuhlii, L. sisikdagu, L. lepor-
inus, L. paramacrodon, L. palavanensis, L. finchi, Oc-
cidozyga sumatrana, O. baluensis, O. diminutiva, O.
baluensis, O. rhacoda, O. lima, O. laevis, O. martensii
tli nghién ctiu ctia Chan va cs. (2020) ', Flury va cs.
(2021) 4, Kéhler va cs. (2021)7 va Lyu va cs. (2022)®
da dugc st dung dé xay dung ciy phat sinh phén loai
cho cdc mau vét nong noc thudc O. martensii. Loai
Alcalus baluensis c6 quan hé gan gai véi cac loai phan
tich dugc chon lam nhém ngoai'®. Tit ci trinh ty
dugc xép thdng hang bang chitc ning ClustalW va
dugc chinh stia tha cong trén phan mém MEGA 7.
Mo hinh tién héa dugce xdc dinh duva vao tiéu chi
Bayesian Information Criterion (BIC), lya chon mo
hinh GTR+G+I phtt hgp véi dii liéu trinh ty gene trén
phin mém jModeltest v3.7. Cay phat sinh loai dugc
xay dung dya trén phuong phap Maximum likelihood
100 lan chay doc lap ngau nhién véi 1000 14n 13p lai,
thuc hién trén phidn mém raxmlGUI v. 1.3. Cay phat
sinh loai dugc hiéu chinh bang phan mém TreeGraph
v. 2.0.47. Khoang cich di truyén va sai s6 chudn gitia
céc trinh ty dugc xdc dinh bing phdn mém MEGA 7,
mo hinh p-distance véi 1000 1dp lai.

KET QUA VA THAO LUAN

Péc diém sinh hoc phan ti

Cay phat sinh Maximum likelihood dya trén trinh ty
gene 16S rRNA ctia cic loai Fejervarya limnocharis, F.
cancrivora, Limnonectes kuhlii, L. sisikdagu, L. lepor-
inus, L. paramacrodon, L. palavanensis, L. finchi, Oc-
cidozyga sumatrana, O. baluensis, O. diminutiva, O.
baluensis, O. rhacoda, O. lima, O. laevis, O. marten-
sii dugc thé hién ¢ Hinh 1. Cay phat sinh thé hién sy
phén tach ro cta 16 loai véi gia tri bootstrap > 50%
& tdt ca cdc vi tri phat sinh trén moi nhanh. Mbi loai
hinh thanh mét nhanh don phat sinh dva vao di liéu
trinh ty gene 16S rRNA. Trong nghién ctiu nay, cic
trinh tu ctia ba loai O. lima, O. laevis va O. martensii
dugc thu thép ti cic nghién ctiu trude déy, déu la cac
mau vat dugce thu tai vi tri ciia mau chuén (type local-
ity) va cdc khu vuc lan c4n. Tét cd b6n mau vit nong
noc DL181, DL247, DL489 va DL490 thu dugc tu Di
Linh trong nghién ctiu nay déu thuéc cung chung moét
nhom véi loai O. martensii, bao gom ca cdc mau vat
tli Chan va cs. (2020) ', Flury va cs. (2021) 4, Kohler
va cs. (2021)7 va Lyu va cs. (2022)8 véi gid tri Lip lai
99%. Khoang cach di truyén p-distance trinh tu gene

16S rRNA gitia cic loai Occidozyga spp. dugc trinh
bay & Bang 1. Khoang cach di truyén trong nhém O.
martensii kha cao 0,05 + 0,007, va cich biét 0,172 +
0,016 so vdi loai gan nhét O. laevis. Khoang cach di
truyén p-distance ctia trinh ty gene 16S rRNA giiia cic
loai ghi nhén ti nghién ctiu nay ciing tuong tu khoang
céch di truyén dugc cong bé tit Lyu va cs. (2022)8.
Diéu nay chiing to su da dang di truyén cao trong
gene 16S rRNA gitta cac quan thékhac nhau trong loai
O. martensii, O. laevis va O. lima, két qua nay cling
dugc ghi nhan bai Chan va cs. (2020) 1, Flury va cs.
(2021) 4, Kohler va cs. (2021)7 va Lyu va cs. (2022)8.
Cay phat sinh loai ti cac nghién ctiu nay déu cho thay
loai O. martensii phan tach thanh nhiéu dong (lin-
eage) gilia cdc quin thé dugc thu thip & nhiéu dia
diém khéc nhau tit Thai Lan va Viét Nam. Di liéu
tit cay phiét sinh cho thdy cdc mau ¢ Di Linh va mién
Trung Viét Nam (GenBank DQ283357) cuing véi cac
mau ¢ Dong Bac Thai Lan (GenBank MW007296,
MW217484, MW217476, MW217477) gan giii véi
nhau, trong khi cach biét xa hon véi cic mau vét
thu thap & mién Nam va Tdy Nam Thai Lan (Gen-
Bank MW217475, AB530610, KP318725, MG935941,
MW007313) (Hinh 1). Nhu véy, dua vao két qua tu
nghién ctu cho thdy trinh ty gene 16S rRNA da ho
trg xac dinh phan loai chinh xdc nong noc cho loai
O. martensii ghi nhan & cao nguyén Di Linh. Di liéu
trinh tu gene 16S rRNA cho thdy hai loai hién dién &
Viét Nam O. martensii va O. lima c6 khoang cach xa
nhau trong khi O. martensii gan gti hon véi O. lae-
visS. Diéu nay tuong thich véi dan liéu vé hinh théi,
O. martensii c6 nhiéu dic diém hinh thai chung véi O.
laevis, do d6 Smith (1916) da phan loai O. martensiila
mot loai phu ctia O, laevis 3. Tuy nhién, bang di liéu
gene nhin (BDNE NTF3, POMC) két hop véi ty thé
(12S, tRNA-Val and 16S rRNA), Flury va cs. (2021)
cho thdy ring O. martensii lai c6 m6i quan hé gan giii
v6i O. lima va 1a mot t6 tién xa ctia O. laevis 4. Diéu
nay hoan toan hop ly vi O. martensii va O. lima 14 hai
loai ¢6 su giao nhau trong vung phan bs & ban dao
Pong Duong trong khi O. laevis chi phan b6 & cac
dao Philippines®!%14, Thyc t&, Flury va cs. (2021) da
chi ra ring O. sumatrana méi la t6 tién gin day caa
O. laevis'*. Nghién ctiu nay ciing da nhan dinh ring
O. laevis 1a loai da tién hoa va phét tan tu O. suma-
trana phan b6 & cdc ddo Sumatra d€ chiém linh &
cdc hon dao Philippines thong qua cac cdu néi gitia
Palawan (Philippines), Borneo va Sumatra xuét hién
vao khodang thdi gian tii 11 dén 9 triéu ndm trudc day.
Tu céc dan liéu nay cta Flury va cs. (2021) va cic
nghién ciu ctia Chan va cs. (2020), Lyu va cs. (2022)
da két luan ring O. laevis 1a loai phan bg gidi han &
cac ddo thudc Philippines va O. martensii la mot loai
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dugc cong nhén phan bd & cac nudc thudc ban dao
Pong Duong (Indochina Peninsula) va mét s6 tinh
phia nam Trung Qudc (Quang Dong, Quang Tay, Hai
Nam va Van Nam) &10-14,

Pac diém hinh thai nong noc O. martensii

Duia trén cdc mau vat thu dugc, nghién ctiu mo6 ta chi
tiét mau vat nong noc Coéc nudc Marten & giai doan
37 (Hinh 2A, B, C) va phan tich sy thay d6i hinh théi
clia ndng noc & cac giai doan con lai (giai doan 38 dén
41, Hinh 2D, E, F). Chi tiét chi tiéu s6 do clia nong
noc O. martensii dugc thé hién & Bang 2.

Hinh thdi nong noc giai doan 37 (mdu vat
DL488)

Pia miéng: khong cé dia miéng va rang LTRF 0/0.
Miéng dang tron, miéng hoi nhé vé phia trude 0,33
mm hinh méng ngua, chiéu rong miéng 0,66 mm
(Hinh 2G).

Co thé mit lung: than nong noc hinh bau duc
(BW/BL=0,72). Mém nhon. Mui dang tron, ndm gin
mom hon mat (NE/ES = 0,52), hai miii caich nhau 0,64
mm, huéng mé chéo 1én trén. Mat c6 kich thudc to
(ED/BL= 0,17), dang tron, ndm & mat lung, khoang
cach ti mit dén mém 1a 1,95 mm, hai mit cidch nhau
1,31 mm, tdm nhin huéng v€ hai bén, c6 vét den dai
huéng doc theo con nguoi (Hinh 2A).

Co thé mit bén: co thé dep. Lo thd dang 6ng, ndim
bén trai than, phin cudi 6ng tdch hoan toan khoi
thén, cdch moém 6,53 mm, huéng chéo vé phia sau
(Hinh 2H). L6 huyét nim cudi than, gitia dudi, huéng
mé ra sau. Duong bén khong ré. Khong quan st
dugc vong xodn rudt. Pudi rit dai (TAL/BL=2,80).
Vay dudi trén bit dau phia sau géc dudi tai vi tri
khoang 17% chiéu dai dudi, mat dudi nhon, d6 cao
téng dudi 3,99 mm, chiéu cao 16n nhat vay dudi trén
béng 0,31 1an chiéu cao 16n nhit dudi, chiéu cao 16n
nhit vay dudi dudi bing 0,22 lan chiéu cao 16n nhét
duoi, ria vay dudi c6 cac chum d6m den cach déu nhau
(Hinh 2B). Co dudi chic khde, chiéu rong co dudi
2,19 mm, chiéu cao 16n nhét cua co dudi bang 0,89
lan chiéu cao 16n nhét ctia than.

Mau sic: Mau vét nong noc lic con soéng cé co thé
mau vang, phin bung c6 thé quan sat thdy tim bén
trong co thé nhung khong nhin théy vong xoédn rudt,
¢6 cdc chdm trang rai rac trén bung. Trong dung dich
bao quan, phan than: t mom dén mat va hai bén than
c6 mau tring duc, gitia thdn mau nau. Co dudi va vay
dudi mau trang duc. Vién vay dudi ¢ cic chdm den
xen k&, vay dudi trén c6 cac dudng mau niu doc theo
chiéu dai vay (Hinh 2A, B, C).

Su'thay déivé hinh thdinong noc tirgiai doan
37 dén giai doan 41

Mau séc chuyén dan ti vang sang niu dam. V& cic
chi s6 hinh théi, ty 1¢ chiéu dai dudi va chiéu dai than
(TAL/BL) ¢6 xu huéng gidm din qua cic giai doan
cung vé6i sy ngan dan cta dudi. Ty 1é chiéu rong than
va chiéu cao than (BW/BH) 16n nhit & giai doan 37,
cdc giai doan tit 38 dén 41 thdp hon giai doan 37 va
tuong d6i 6n dinh gitia cac giai doan. Cac ty 1é s6 do
hinh thai khac khong c6 sy chénh 1éch nhiéu tu giai
doan 37 dén 41. Giai doan 39 c6 nam cé thé cé kich
thudc co thé va cdc chi s6 do nho hon céc ca thé § cic
giai doan khdc, tuy nhién ty 1é cac chi s6 do déu khong
khac biét so véi cac giai doan khéc.

Moi trudng soéng: nong noc O. martensii dugc thu
tai tdng day viing nudc dong nén bun, xung quanh
la céc cay bui nho va céy tre, ven qudc 16 28 néi tinh
Lam Poéng va tinh Binh Thuén (Hinh 2I). Nong noc
O. martensii dugc tim thdy séng chung véi nong noc
loai Microhyla heymonsi va Rhacophorus annamensis.

So sdnh ddc diém hinh thdi nong noc cua O.
martensii so véi cdc lodi khdc trong giéng Oc-
cidozyga

Nong noc ctia cic loai thudc giéng Occidozyga van
chua dugc mo ta hinh thai ddy du, véi chi bon loai cd
dii liéu hinh théi nong noc gém: O. lima, O. berbeza,
O. baluensis va O. laevis. Déc diém chung va phan
biét vé€ hinh thai nong noc thudc giong Occidozyga so
v6i cac giong khéc ctia céc loai éch nhai theo Smith
(1916) 1a co thé dai, mém nhon, miéng 16n, nho vé
phia trudc, khéng cé rang!®. Tit ca cic dic diém
trén déu trung khép véi nong noc O. martensii trong
nghién ctiu nay. Bén canh d6 sau khi so sanh cic
nghién ctiu trude day hinh thdi nong noc ctia giéng
Occidozyga con cdc dic diém chung sau day: miéng
nho vé phia trudc, hinh méng ngua, 16 thd tach biét
hoan toan khoi than, bung khong nhin thdy vong xodn
ru6t13:19-21,

Ném 1916, Smith d4 m6 ta hinh thai nong nocloai Oc-
cidozyga laevis martensii dya trén mot mau véat khong
ro giai doan dugc thu tai Bangkok, Thai Lan. Nong
noc loai O. laevis martensii c6 chiéu dai toan bo co
thé 1a 23 mm nhé hon kha nhiéu so véi nong noc
loai O. laevis 1a 33 mm theo Haas va cs. (2022) va
la 51 mm theo Boulenger (1897)'%2%2!, Nong noc
loai O. martensii ciia nghién ctiu nay c6 nhiing hinh
thai tuong déng véi nong noc loai O. laevis marten-
sii ¢ nhiing diém sau: co thé mau vang nau, dudi rét
dai, vay dudi thap, trén vay dudi cé nhiing chdm den
xen ké, c6 vét den doc theo mit, miéng nhé vé phia
truge va khong c6 ring. Ngoai nhiing dic diém trén,
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Bang 1: Khoadng cach p-distance trinh tu gene 16S rRNA giita mau vat O. martensii thu & Di Linh va cac loai
Occidozyga spp.

Loai 1 2 3 4 5 6 7

1. O. sumatrana

2. O. diminutiva 0,13

3. O. baluensis 0,14 0,09

4. O. rhacoda 0,17 0,19 0,17

5. O. lima 0,18 0,18 0,18 0,17

6. O. laevis 0,14 0,15 0,17 0,17 0,21

7. O. martensii 0,15 0,18 0,17 0,19 0,17 0,16

8. O. martensii_Di Linh 0,16 0,18 0,17 0,19 0,18 0,16 0,05

MWOO07343_Alcalus baluensis
99 MWOQO07337_Fejervarya limnocharis
MWOO07342_ Fejervarya cancrivora
MWOQ07324_Limnonectes kuhlii
MWO007327_Limnonectes sisikdagu
MWO007328_Limnonectes leporinus
MWO007329_Limnonectes paramacrodon
MWO007332_Limnonectes palavanensis
94— MWO007334_Limnonectes finchi
MT820186_Occidozyga sumatrana
MWO007215_0Occidozyga baluensis
MT820199_Occidozyga diminutiva
MWO007179_Occidozyga baluensis
MWOQ07173_Occidozyga rhacoda

73 MWO007317_Occidozyga lima
4i 100 ; . =
9I‘(BRB2795E!_Oc;r:rc:'ozyg'a lima 0. lima
MW007323_0Occidozyga lima

MT820168_Occidozyga laevis
MT820171_Occidozyga laevis
MWO007240 Occidozyga laevis
MT820173_Occidozyga laevis
MT820178_Occidozyga lasvis
MW217475_Occidozyga martensii
98 'I lé\853061 0_Occidozyga martensii
91KF’3‘1 8725_Occidozyga martensii
_I MG935941_Occidozyga martensii
00l MW007313_Occidozyga martensii
MWO007296_Occidozyga martensii
r DQ283357_Occidozyga martensii O. martensii
MW217484_Occidozyga martensii
97| %nwm 7476 _Occidozyga martensii
MW217477_Occidozyga martensii
DL181
gg| DL247
62| DL489
DL490

100

0. laevis

96!

0.08
Hinh 1: Cay phat sinh Maximum likelihood dua trén trinh tu gene 16S rRNA cho céc loai Fejervarya, Limnonectes,

Occidozyga va outgroup Alcalus baluensis, tén cGa bon trinh tu O. martensii tir nghién cdu nay thu & Di Linh dugc
in d, gia tri bootstraps dugc thé hién trén cac vi tri phat sinh méi nhanh.
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Bang 2: Cac s6 do va ty 1& hinh thai ndng noc O. martensii dugc thu tai cao nguyén Di Linh, tinh Lam Péng. Pon
vi: milimet (mm), n: s6 lugng mau. Véi cac giai doan cé n > 1, s liéu dugc trinh bay duéi dang trung binh + dé

léch chuan.
Chi tiéu hinh thai 37 (n=1) 38 (n=1) 39 (n=5) 40 (n=5) 41 (n=2)
Tong chiéu dai (TTL) 26,29 29,61 20,95£2,11 27,72+£3,6 29,54+0,5
Chiéu dai than (BL) 6,92 7,89 6,21£0,27 9,28+1,09 8,94+0,4
Chiéu cao than cao nhit (BH) 2,87 3,70 2,35+0,26 3,60+0,33 3,74+£0,00
Khodng cich tit cudi than dén 16 1,39 1,08 0,99+0,36 2,01+0,08 1,79+0,18
tha (BS)
Chiéu rong than 16n nhat (BW) 4,99 5,21 3,20£0,51 5,19+£0,52 5,63£0,18
Pudng kinh mit (ED) 1,20 1,44 1,0640,08 1,35+0,05 1,4640,06
Khodng cach mit mém (ES) 1,95 2,06 2,14+0,22 2,58+0,33 2,65+0,08
Khoang cach hai mii (IND) 0,64 0,71 0,9740,05 1,10£0,02 0,83+0,01
Khodng cach hai mit (IOD) 1,31 1,23 2,134+0,33 2,80+0,09 1,41+£0,08
Cong thiic rang (LTRF) - = - - B
Chiéu cao vay duéi (LFH) 0,89 0,99 0,5940,03 0,81£0,18 0,94+0,08
Chiéu cao ca dudi (MTH) 3,99 4,41 2,67+£0,05 4,76+1,09 3,9740,05
Khodng cach miai mét (NE) 1,01 1,07 0,93+0,03 1,07£0,08 1,2340,01

Chiéu rong dia miéng (ODW) = = - B B

Khoang cach ti mai dén mém 1,29 1,30 1,2240,12 1,65£0,11 1,4240,01
(SN)

Khodng cich tii méom dén 16 thé 6,53 6,80 5,23£0,65 6,76£0,26 7,26%0,05
(8S)

Chiéu dai duoi (TAL) 19,37 21,72 14,74+1,85 18,44+2,5 20,61+0,11
Chiéu cao co dudi (TMH) 2,55 2,64 1,5540,17 2,77£0,82 2,87+0,05
Chiéu rong co dudi (TMW) 2,19 2,37 1,4040,21 2,12£0,19 1,9240,01
Chiéu cao vay dudi trén (UFH) 1,23 1,41 0,90+0,06 1,3140,68 1,85+0,06
BW/BL 0,72 0,66 0,5240,06 0,56+0,11 0,63+0,01
TAL/BL 2,80 2,75 2,38+0,19 2,00£0,39 2,314+0,09
BW/BH 1,74 1,41 1,37+0,35 1,44+0,11 1,46+0,05
NE/ES 0,52 0,52 0,4340,02 0,42£0,03 0,4740,01
ED/BL 0,17 0,18 0,1740,01 0,15£0,02 0,18+0,01
IOD/IND 2,05 1.7 2,19£0,02 2,55£0,1 1,6440,07
TMH/BH 0,89 0,71 0,66+0,15 0,77£0,16 0,76+0,01
UFH/MTH 0,31 0,32 0,3440,01 0,28+0,08 0,46+0,01
LFH/MTH 0,22 0,22 0,2240,02 0,18+0,1 0,2240,02

Ma s6 maii vat: 37 (DL488), 38 (DL487), 39 (DL181, DL246A, DL246B, DL246C, DL247), 40 (DL489, DL490, DL491, DL492, DL493), 41
(DL486A, DL486B)
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Hinh 2: Hinh thai nong noc O. martensii . (A, B, C): Giai doan 37; (D, E, F): Giai doan 41; (G): Cau tric miéng; (H): Mat
bung ndng noc véi miéng va 16 thé. (1): Sinh cdnh ndng noc O. martensii tai cao nguyén Di Linh, tinh Lam Dong,

Viét Nam.

giai doan nong noc va cac chi s6 hinh théi cta loai
O. laevis martensii khong dugc d€ cap. Nhu vay, dua
vao di liéu hinh théi két hgp sinh hoc phén tu, O.
laevis martensii dugc thu tai Bangkok va mo ta boi
Smith (1916) phai dugc xem xétla O. martensii. Trong
nghién ctiu nay, ching t6i cung cép ddy du cac thong
s6 do vé hinh thdi nong noc O. martensii theo tiing
giai doan va mo6 ta cu thé cac dic diém hinh thai.

Khac biét vé hinh thai nong noc ctia O. martensii v6i
cacloai thudc giong Occidozyga da dugc md ta: Nong
noc O. martensii c¢6 viy dudi trén bat dau phia sau gan
gbc dudi tai vi tri khoang 17% chiéu dai dudi, bung
mau nau, nhiéu dé6m trang so v6i nong noc O. balu-

ensis va O. berbeza , vay dudi trén bat ddu phia sau
xa goc duoi tai vi tri khoang 40% chiéu dai duoi bung
mau trang duc, khong c6 hodc c6 it dém tring e
nong noc O. martensii phan vay dudi trén lién mach
va ¢6 cic d6m den & vién vay dudi, co thé mau nau so
v6i nong noc O. lima tlt goc dudi dén % vay duoi trén
nho én cao hon so v6i phan con lai cta vay duodi, co
thé mau tring c6 soc nau?’. Nong noc O. martensii
¢6 hinh théi tuong dong nhat véi nong noc O. laevis
tuy nhién nong noc O. martensii c¢6 thé phan biét dya
vao dic diém c6 vét den doc phia trude hai mat va
mot vét den ngang sau miéng con nong noc O. laevis
thi khong c6 nhiing vét den nay '*?>23. Nhu vy, cho
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th4y hinh thai nong noc ctia O. martensii va O. laevis
¢6 sy tuong dong cao va dé nham 1an khi dinh danh
hai loai nay bang dic diém hinh thdi. Bén canh sy
gioéng nhau vé€ hinh thai nong noc, Giinther (1858) va
Hecht va cs. (2013) ciing da ghi nhén sy tuong dong
vé€ hinh théi trong giai doan trudng thanh gifia hai loai

né.y24’25.

KET LUAN

Nghién ctiu nay da xac dinh phan loai chinh xdc cho
nong noc cua loai O. martensii thu dugc & cao nguyén
Di Linh dya trén trinh tu gene 16S rRNA. Két hop véi
dii liéu ctia cac nghién ctu cho thay O. martensii la
mot don vi phén loai tach biét so véi loai O. laevis. Sy
tuong dong vé hinh thai & giai doan nong noc ctia O.
martensii va O. laevis cho thdy viéc dinh loai chinh
xdc hai loai nay can phai 4p dung thém phuong phap
sinh hoc phén ti va thong tin vé dia ly phan b6 cua
tiingloai. Dii liéu phén loai hinh thai va sinh hoc phan
tt ctia nong noc O. martensii ti nghién ctiu nay la co
s& phuc vu cho cac nghién ctiu phan loai va quan ly
ngudn gene gidng Coc nudc Occidozyga trong tuong
lai.

LOI CAM ON

Nghién ctiu nay dugc tai tr¢g bdi Pai hoc Quoc
gia Thanh phé H6 Chi Minh (PHQG-HCM) trong
khuoén khé Dé tai ma s6 562-2022-18-06.
phép thuc dia bdi cong ty 1am nghiép Di Linh s6
0025/GGTKHTN. Chung t6i cam on sy giup 4o clia
cac thanh vién nhom nghién ctu ti Phong thi nghiém

Gidy

Dong Vat, BO mon Sinh théi va Sinh hoc Tién hoa,
Trudng Pai hoc Khoa hoc Ty nhién TP. H6 Chi Minh.

VAN DE DAO DUC TRONG NGHIEN
CUU TREN DONG VAT

DPugc cép gidy chdp thuan (cho phép) ctia Hoi dong
dao diic trong nghién ctiu trén dong vat clia Truong
Dai hoc Khoa hoc Ty nhién, PHQG-HCM (ACU-
CUs).

DANH MUC CAC TU VIET TAT

cs: cong su

16S rRNA: 16S ribosomal RNA
DNA: Deoxyribonucleic acid
LC: Least concern

XUNG POT LOI iCH

Céc tac gia dong y khong co bat ky xung dot lgi ich
ndo lién quan dén cac két quéa da cong bé.

PONG GOP CUA CACTACGIA

D6 Tran Phuong Anh: tra ctiu va tng hop tai liéu,
thuc nghiém, phan tich va trinh bay két qua, di liéu
sinh hoc phén tt, viét va hoan thién ban thao.

Lé Tran Tuyén: phan tich di liéu hinh théi va trinh
bay hinh anh.

Pham Manh Hung: phan tich di liéu sinh hoc phén
tt, hinh thai va hinh anh, chinh stia ban thao.

Lé Thij Thuy Duong: tra ctu va tdng hgp tailiéu, phan
tich di liéu hinh théi va hinh anh, chinh stta ban thao.
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Tadpole identification and description of Marten'’s Oriental Frog
Occidozyga martensii based on marker 16S rRNA in Di Linh
Plateau, Vietham

Do Tran Phuong Anh'2”, Le Tran Tuyen'2, Pham Manh Hung'-2, Le Thi Thuy Duong'-?

ABSTRACT
The tadpole identification can support providing important information on the larval stage of am-
phibian species, which helps for studying the conservation, ecology, and life history of them. Based
on morphological and molecular data, this study accurately identified the tadpoles of Marten's
Oriental Frog Occidozyga martensii which had been recorded in the Di Linh Plateau, Lam Dong
province. These tadpole specimens were collected in the wet season, July and August 2022. An-
alyzing the morphology and molecule of the tadpoles, amplifying the 16S rRNA marker by using
a pair of primers AH-16S_S and AH-16S_R. Their 16S rRNA sequences matched to those collected
at the type locality of O. martensii in Bangkok (Thailand) and closely related to those of O. laevis
collected in Philippines. The results provided detailed morphological description of O. martensii
tadpoles at stage 37 and the morphological changes from stage 37 to 41, with diagnostic charac-
teristics: upper fin originates far posterior to trunk-tail junction, at approximately 17% of tail length,
with black short-stripes in front of eyes and black short-stripe behind mouth, brown belly with
many white spots. The tadpole morphology of O. martensii most resembles tadpole of O. laevis
when compared with all congeners in genus Occidozyga. O. martensii differs from O. laevis in only
having black short-stripes in front of eyes. It is easily confused when identifying these two species
by their morphological characteristics. However, the molecular data from this study and previous
studies suggested that O. martensii is a different taxon from O.  aevis. These results from this study
Facult . . indicated the necessity of molecular methods in the identification of a mphibians. The morpho-
y of Biology and Biotechnology, . - . )
University of Science Ho Chi Minh City, logical and molecular data of O. martensii tadpole are helpful for the next taxonomic studies and
Vietham management of Oriental Frog Occidozyga species in the future.
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