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Izvle€ek: Z uporabo presvetlitvene tehnike in barvanja skeleta za hrustan¢no in
kostno tkivo smo spremljali vzorec osifikacije skeleta pri navadni krasta¢ Bufo bufo,
katerih licinke imajo izredno hiter razvoj. Osredoto¢ili smo se na osifikacijo hrbtenice,
oplecja in okolcja ter okoncin, s poudarkom na osifikaciji njihovih distalnih delov.
Ugotovili smo, da so hrustancne zasnove skeleta ob koncu premetamorfoznega obdobja
(faza 34) Ze oblikovane. Prve pokostenitve se pojavijo v prometamorfozi (faza 39) in
sicer, socasno v nevralnih lokih, v diafiznem delu proksimalnih elementov sprednjih
in zadnjih okon¢in in v proksimalnem delu ¢revnic okol¢ja. Oplecje je v tej fazi Se v
celoti hrustancno. Osifikacija je med prometamorfozo bolj intenzivna in postopoma
napreduje v kranio — kavdalni smeri vzdolZ hrbtenice in od proksimalnih v distalne
dele okoncin, prav tako se §iri iz osrednjega dela dolgih kosti okoncin proti epifiznim
koncem. Osifikacija prstov poteka v posteriorno — anteriorni smeri glede na os okoncine.
Tako kot pri vecini brezrepcev, je skelet krastace ob zakljucku metamorfoznega kli-
maksa (faza 46) skoraj popolnoma osificiran. Hrustan¢ni ostajajo osrednji dorzalni
del hrbtenice in distalni konci pre¢nih odstavkov vretenc, kavdalni del postsakralne
regije, epifizni konci dolgih kosti okon¢in in karpus ter metakarpus, ter nadlopatici
oplecja in sramnici okol¢ja. Rezultati raziskave so potrdili konzervativnost splosnega
vzorca osifikacije skeleta dvozivk, navkljub da je razvoj li¢ink krastace v primerjavi
z ostalimi brezrepci bistveno hitrejsi.
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Abstract: We used a clearing and staining method for cartilage and bone to analyse
the pattern of ossification in the skeleton of the common European toad, Bufo bufo,
a species with rapid larval development. We focused on the ossification of vertebrae,
pectoral and pelvic girdles, and limbs with an emphasis of the ossification in their distal
parts. We found that the cartilage primordia of the skeleton were formed by the end of
premetamorphosis (Stage 34). The first ossifications appeared in early prometamorpho-
sis (Stage 39) and occurred concurrently in the neural arches, diaphyses of proximal
elements of front and hind limbs, and in the proximal part of the ileum. The pectoral
girdle was still completely cartilaginous at this stage. Ossification intensifies during
prometamorphosis and gradualy progresses in a cranial - caudal direction along the
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spine and from proximal to distal parts of the skeleton, as well as to the epiphyses of
the long bones. Fingers ossified in a posterio-anterior direction according to the main
limb axis. As in most other anurans, the skeleton of Bufo is almost completely ossified
by the end of the metamorphic climax (Stage 46). At this time, cartilage remains in the
dorsal midline of the spine, in the distal parts of transverse processes of the vertebrae,
the caudal part of the post-sacral region, as well as in the epiphyses, and carpals and
metacarpals of the limbs, and in the suprascapula and the pubis of the girdles. These
results show a conserved pattern of ossification in B. bufo common to other anurans

despite its rapid rate of larval development.
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Uvod

Skelet vretencarjev se razvije iz treh razli¢nih
linij embrionalnega tkiva: somiti paraksialnega
mezoderma so zasnova za osni skelet, mezoderm
lateralne plosce za skelet okoncin in kranialni
nevralni greben za Skrzne loke in obrazni del
lobanje (Gilbert 2000). Poznana sta dva glavna
nacina tvorbe kosti 0z. osteogeneze, ki vkljucujeta
transformacijo mezenhimskega tkiva v kostno
tkivo ter rezultira v podaljSevanju in debelitvi
kosti. Neposredna pretvorba mezenhimskega
tkiva v kost je t.i. dermalna (intramembranska)
osifikacija. Na ta nacin nastajajo plos¢ate kosti
lobanje in del ople¢ja (kljuénici in klejtruma). Pri
endohondralni osifikaciji pa se mezenhimske celice
najprej diferencirajo v hrustanec, ki ga postopoma
nadomesti kostno tkivo. Z endohondralno osifi-
kacijo nastajajo nevrokranium, splanhnokranium
ali visceralni skelet, vretenca, del oplecja (lopatici,
krokarnici), okol¢je in okoncine (Gilbert 2000).

Dolge kosti okonéin vretencarjev kostenijo
s perihondralno osifikacijo (pod perihondrijem,
ki obdaja hrustan¢no zasnovo) in z endohon-
dralno osifikacijo. Perihondralna osifikacija poteka
pred ali pa sofasno z endohondralno (Carter in
50d.1998). Pri sesalcih in pticih je razvoj dolgih
kosti okoncin predvsem rezultat endohondralne
osifikacije, pri kateri hrustanec sluzi kot zacetni
skeletni element, ki ga kasneje nadomesti kostno
tkivo (Simsa in Monsonegro Ornan 2007). Pri
kuscarjih perihondralna in endohondralna osifi-
kacija potekata socasno (Carter in sod.1998). Pri
dvozivkah prevladuje perihondralna osifikacija
okonéin (Felisbino in Carvahlo 2002). V tem
primeru se zunanji sloji hrustanénih zasnov
diferencirajo v pokostnico, ki nalaga kostnino.

Tako kost imenujemo periostalna kost. Kostno
tkivo se najprej nalaga na centralnih delih diafiz,
nato nalaganje med razvojem pocasi napreduje
proti epifizam, ki dokon¢no mineralizirajo Sele
po cetrti hibernaciji (Rozenblut in Ogielska
2005). Pri licinkah brezrepcev se pricne osifi-
kacija hrustan¢nih primordijev okon¢in ob koncu
premetamorfoze (faza 34 po Gosnerju, 1960), je
najbolj intenzivna v ¢asu prometamorfoze (faze
36-41) in se zakljuci v obdobju metamorfoznega
klimaksa (faze 42-46) (Rozenblut in Ogielska
2005). Ta tip osifikacije pri dvozivkah napreduje
hitreje kot endohondralna osifikacija pri ostalih
skupinah vretencarjev (Gilbert 2000). Ob formaciji
periostalne kosti hondrociti hrustancne zasnove
hipertrofirajo in so nepravilnih oblik, sledi njihova
degeneracija in oblikovanje mezgovne votline, v
kateri zacne nastajati kostni mozeg (Cicek in sod.
2011). V kostnem tkivu se oblikujejo prehranje-
valni kanali in krvne zile. Diafize se podaljSujejo
z longitudinalno rastjo, kar je posledica aktivnosti
posebnega dela pokostnice v epifizah, ki nalaga
kostno tkivo na svojih terminalnih delih (Rozenblut
in Ogielska 2005). Soc¢asno se kost tudi debeli z
nalaganjem kostnega tkiva z robnega dela poko-
stnice vzdolz celotne dolzine periostalne kosti.
Zarazliko od vecine vretencarjev, pri katerih
proces osifikacije poteka v fetalnem obdobju,
poteka osifikacija pri dvozivkah v postembri-
onalnem obdobju, torej med razvojem li¢ink.
Navkljub konzervativizmu ontogenetskega raz-
voja pri vretencarjih, prihaja do ¢asovnih razlik
in razlik v hitrosti dejanskega poteka dogodkov
med razvojem (Rieppel 1994). To velja tudi za
postembrionalno osifikacijo skeleta brezrepcev,
kjer sta Casovni potek in hitrost osifikacije skeleta
vrstno specificna, medtem ko je osnovni vzorec
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osifikacije skeleta ohranjen med razli¢nimi vrstami
dvozivk (Kemp in Hoyt 1969, Duellman in Trueb
1986, Rozenblut in Ogielska 2005, Cigek in sod.
2011, Yildirim in Ugor 2014). Osifikacija skeleta
brezrepcev se pri¢ne v proksimalnih delih skeleta
in postopoma napreduje proti distalnim delom.
Pri vecini dvozivk osifikacija nastopi proti koncu
premetamorfoze in je bolj izrazita v prometamor-
fozi ter se zakljuci pred koncem metamorfoze in
prehodom na terestri¢ni nacin zivljenja (Dunlap in
Sanchiz 1996, Hass 1999, Yildirim in Ugur 2014).

Skelet li¢ink je kompleksna struktura, ki
zagotavlja pomembno informacijo o filogenet-
skih odnosih brezrepcev (Pugener et al. 2003).
Raziskave razvoja in osifikacije skeleta imajo
pomembno vlogo pri razumevanju raznolikosti
dvozivk in njihovi evoluciji (Yildirim in Ugur
2014). V raziskavi smo se osredotocili na vzorec
osifikacije skeleta navadne krastace Bufo bufo, saj
je razvoj li¢ink v primerjavi z ve¢ino brezrepcev
izredno hiter (28 do 31 dni pri sobni tempera-
turi) (Semlitsch 1994). Npr. pri zabi krempljarki
Xenopus laevis poteka razvoj li¢ink okoli 58 dni
(Nieuwkoop in Faber 1956) in pri zabi Rana
pipiens 75 do 90 dni (Taylor in Kollros 1946).
Namen raziskave je opisati zaporedje in ¢asovni
potek osifikacije skeleta licink navadne krastace
in primerjati s poznanimi podatki za ostale brez-
repce, s poudarkom na osifikaciji distalnih delov
okoncin, saj v literaturi za to vrsto dvozivke ni
poznanih podatkov.

Metode in materiali

Potek osifikacije skeleta smo preucili v
razli¢nih razvojnih fazah li¢ink navadne krastace
Bufo bufo, ki smo jih doloc¢ili v skladu s tabelo
faz razvoja za brezrepce po Gosnerju (1960).
Embrionalni razvoj vretencarjev in razvoj lic¢ink
dvozivk namre¢ sledi zaporedju dogodkov, ki
so ohranjeni med osebki iste vrste, kot tudi med
sorodnimi vrstami (Wake in Roth 1989). Na os-
novi konzervativnosti razvoja pa so oblikovane
tabele razvojnih stadijev, ki temeljijo na zunanjih
morfoloskih lastnostih.

Skelet smo analizirali z metodo presvetlitve
tkiv in barvanja hrustan¢nega in kostnega tkiva
(Hanken in Wassersug 1981), ki omogoca vi-
zualizacijo skeleta v organizmu, brez predhodnega

odstranjevanja okolnih mehkih tkiv. Velika prednost
metode je, da lahko sledimo osifikaciji skeleta
med razvojem, prav tako omogoca prostorsko
predstavo pozicije skeletnih elementov ter njihovo
medsebojno povezovanje. V raziskavo smo vkljucili
licinke premetamorfozne faze (faza 34), §tiri faze v
prometamorfoznem obdobju (faza 36, 39, 40,41) in
tri faze v obdobju metamorfoznega klimaksa (faza
42, 44, in 46). Skupno smo pregledali 16 zivali,
in sicer po dve zivali vsake od izbranih razvojnih
faz. Material je bil fiksiran v 10% formaldehidu
v PBS puftu in shranjen v 70% etanolu. Zivalim
smo odstranili visceralne organe in jih za 24
ur inkubirali v barvilu alcian modro, ki obarva
hrustanec modro. Sledilo je enourno izpiranje
odvecnega barvila z raztopino etanola in ocetne
kisline (v razmerju 50 : 50) in s 100% etanolom
¢ez no¢ ter rehidracija v vodi za 24 ur. Kozo smo
razbarvali s 3% vodikovim peroksidom. Tkiva
smo nato razmehcali v raztopini 30% natrijevega
borata in tripsina (24 ur). Sledilo je barvanje tkiva
z barvilom alizarin rdeée v 0,5% KOH za 24 ur, ki
obarva kostno tkivo rdece in izpiranje odvecnega
barvilaz 0,5% KOH. Postopoma (v razmiku nekaj
dni) smo KOH nadomes¢ali z glicerolom v na-
slednjih razmerjih: 2:1, 1:1, 1:2 in 100% glicerol.

Za analizo osifikacije skeleta osebkov smo
uporabili stereolupo MZ FLIII (Leica). Slike smo
zajeli s pomocjo digiralne kamere DFC 290 HD
(Leica) in programom Las V4.0 (Leica).

Rezultati

Hrbtenica

Hrbtenico gradijo tri regije: presakralna,
sakralna in postsakralna. Presakralna regija je
iz 8 vretenc, sakralno vretence je eno samo in se
povezuje z okol¢jem, postsakralna vretenca pa so
medsebojno zlita in oblikujejo enotno strukturo,
imenovano urostil. Prve hrustan¢ne zasnove
hrbtenice so oblikovane v fazi 34 prometamor-
foze (slika 1A) in so ocitneje razvidne v fazi 36
(slika 1B). V fazi 39 je vidna prva osifikacija v
predelu zigapofiz nevralnih lokov vretenc in sicer
intenzivneje v kranialnem delu hrbtenice (slika
1C). Izraziti so tudi hrustan¢ni zametki precnih
odstavkov vretenca II do IV (slika 1C). Prvo
vretence nima odstavkov. Hrustan¢ni zametki post-
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Slika 1:

Figure 1:

Vzorec osifikacije hrbtenice pri navadni krastaci Bufo bufo. A — Faza 34, zgodnje hrustan¢ne zasnove
hrbtenice. B - Faza 36, hrustanéne zasnove vretenc so izrazitejse. C - Faza 39, osifikacija v zigapofizah
nevralnih lokov vretenc, ki je intenzivnej$a v kranialnem delu hrbtenice. Postsakralna regija je hrustan¢na
(puscica). D - Faza 40 (dorzalno), osifikacija v bo¢nih delih nevralnih lokov. E — Faza 40 (ventralno),
osifikacija v bo¢nih delih centrumov. F - Faza 44, osifikacija v dorzalnih delih nevralnih lokov in v
precnih odstavkih vretenc II - IV. Prvo vretence je brez odstavkov. G - Faza 46, vretenca so osificirana,
vkljuéno s kriznim vretencem (odprta glava pus¢ice) in kranialnim delom urostila (pus¢ica). V kavdalnem
delu urostila je osifikacija Sibka. Centralni deli nevralnih lokov in distalni deli pre¢nih odstavkov (glava
puséice) so hrustanéni.

Ossification pattern in the backbone of Bufo bufo. A — Stage 34, early cartilaginous primordial for vertebrae.
B — Stage 36, cartilaginous vertebrae are more pronounced. C — Stage 39, ossification in zigaphophyses
of the neural arches of vertebrae, which is more intense in cranial part of the spine. The postsacral region
is cartilaginous (arrow). D — Stage 40 (dorsal), ossification in lateral parts of neural arches of vertebrae.
E - Stage 40 (ventral), ossification in lateral parts of vertebral centra. F — Stage 44, ossification in dorsal
parts of neural arches and in transverse processes of vertebrae II - IV. First vertebra is without of processes.
G — Stage 46, vertebrae are ossified, including sacral vertebra (open arrow head) as well as cranial part
of urostil (arrow).The ossification in the caudal part of urostil is weak. Central parts of neural arches and
distal parts of transverse processes (arrow head) are cartilaginous.
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sakralne regije so v tej fazi tudi bolj izraziti (slika
1C). V fazi 40 osifikacija postopoma napreduje
proti bo¢nim delom nevralnih lokov in v pre¢ne
odstavke vretenc (slika 1D - dorzalno). Proces
osifikacije je viden tudi v bo¢nih delih ventralno
lezecih centrumov vretenc (slika 1E - ventralno).
V fazi 44 so nevralni loki trupne regije osificirani
tudi v dorzalnem delu, medtem ko njihov centralni
del ostaja hrustancen (slika 1F). Osifikacija je
tudi Ze obseznej$a v pre¢nih odstavkih kranialne
regije (slika 1F). Precna odstavka sakralnega
vretenca sta hrustancna in vecja od ostalih. Vidna
je tudi Sibka osifikacija v hrustan¢nih zasnovah
postsakralne regije (slika 1F). V fazi 46 je vecina
hrbtenice osificirana, vklju¢no s kranialnim delom
postsakralne regije, ki Ze oblikuje kratek urostil
(slika 1G). V kavdalnem delu postsakralne regije
je osifikacija Sibka. Centralni del nevralnih lokov
hrbtenice ostaja hrustancen, kot tudi distalni deli
precnih odstavkov vretenc (slika 1G). Hrustan¢ni

so tudi stiki med centrumom in nevralnim lokom
vsakega posameznega vretenca.

Oplecje in sprednje okoncine

Oplecje lezi neposredno za glavo in ga gradi
parna kljucnica ali klavikula, krokarnica ali ko-
rakoid, lopatica ali skapula in nadlopatica ali
supraskapula s kljetrumom. V fazi 39 je ramenski
obro¢ $e popolnoma hrustancen. Prva osifikacija
se pojavi v fazi 40, v podrocju klejtrumov, ki sta
na kranialnem robnem delu nadlopatic (slika 2A).
V fazi 42 je vidna izrazita osifikacija lopatic in
kljuénic ter Sibka osifikacija v osrednjem delu
krokarnic (slika 2B). Osifikacija elementov
oplecja je skoraj popolnoma zakljucena v fazi
46 (slika 2C), hrustanéni ostaneta nadlopatici in
stiki med krokarnico in kljuénico. Hrustan¢na
je tudi prsnica, s katero sta v stiku kljuénici in
krokarnici (slika 2C).

Slika 2:  Vzorec osifikacije oplecja pri navadni krastaci Bufo bufo. A - Faza 40 — Sibka osifikacija v klejtrumu
(puscica). B - Faza 42, izrazita osifikacija v lopatici (debela puscica) in kljunici (tanka puscica) ter
Sibka v krokarnici (kratka puscica). C - Faza 46, oplecje je osificirano, hrustan¢ni ostaneta nadlopatici
in prsnica.

Figure 2: Ossification pattern in the pectoral girdle of Bufo bufo. A — Stage 40 — weak ossification in cleithrum

(arrow). B — Stage 42, strong ossification in scapula (thick arrow) as well as in clavicle (thin arrow)
and weak in coracoid (short arrow). C —Stage 46, pectoral girdle is ossified, sub-scapula and sternum

remain cartilaginous.
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Slika 3:

Figure 3:

Vzorec osifikacije sprednjih okonéin pri navadni krastaci Bufo bufo. A - Faza 34, zasnove sprednjih okon¢in
so podaljsane in hrustan¢ne, nakazana sta dva prsta. Okoncine so znotraj Skrznih komor. B - Faza 39,
osifikacija je izrazita v diafizi nadlahtnice (pus¢ica) in Sibka v podlahtnici in kozelnjici (glava puscice).
C - Faza 40, osifikacija je napredovala proti epifizam nadlahtnice (pus¢ica) in podlahtnice s kozeljnico
(odprta glava puscice). Izoblikovane so tudi Ze vse hrustanéne prstnice prstov (glava pusice). D - Faza 42,
sprednje okonéine niso ve¢ v §krznih komorah, osifikacija v proksimalnih delih okonéine je obseznejsa.
Vidna je tudi Sibka osifikacija v dlan¢nicah prsta IV in V. Zapestnice (odprta puscica) in prstnice prstov
(zaprta puscica) so hrustanéne. E - Faza 44, podlahtnica in koZeljnica sta zdruzeni v enotno kost (glava
puscice). Osificirane in podaljSane so tudi vse prstnice prstov, razen v prstu II. F - Faza 46 —Okoncine
so osificirane, hrustanéni ostajajo epifizni konci in zapestnice (pus€ica).

Ossification pattern in the front limbs of Bufo bufo. A — Stage 34, the forelimb buds are elongated and
they are cartilaginous. The first two fingers are barely visible. The limbs develop inside the gill chambers
until the stage 42. B — Stage 39, ossification is strong in diaphysis of the humerus (arrow) and weak in
ulna and radius (arrow head).C — Stage 40, ossification progresses towards the epiphyses of the humerus
(arrow), ulna and radius (open arrow head). All cartilaginous phalanges are formed (closed arrow head).
D — Stage 42, the forelimbs are no longer in the gill chambers, the ossification of the proximal parts of
forelimbs is extensive. The ossificaton in metacarpus of finger IV and V is weak. Carpus (closed arrow)
and phalanges (open arrow) are cartilaginous. E — Stage 44, ulna and radius are already fused in one
bone (arrow head). All phalanges, except in finger II are ossified and elongated. F — Stage 46 —Forelimb
are ossified, epiphyses and carpus (arrow) remain cartilaginous.
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Sprednje okoncine gradi nadlahtnica ali hu-
merus in zliti podlahtnica in koZeljnica ali radio-
ulna, sledijo elementi zapestja in dlani (karpalne
in metakarpalne kosti) ter prstnice Stirih prstov
(II-V).V pre- in prometamorfoznih fazah (slika
3A-C), so zasnove sprednjih okonéin $e znotraj
telesa, natan¢neje znotraj Skrznih komor. V fazi 34
sta okon¢ini hrustanéni in podalj$ani, oblikovani
sta zasnovi za dva prsta (slika 3A). V fazi 39 je
izrazita osifikacija v diafizah nadlahnic, vidna pa
je tudi Sibka osifikacija v centralnih delih diafiz
podlahtnic in koZeljnic (slika 3B). Oblikovani so
vsi §tirje prsti, ki so Se hrustanéni. V fazi 40 je
osifikacija napredovala proti epifizam nadlahtnic in
podlahtnic s koZeljnicama. Izoblikovane so tudi ze
vse prstnice prstov, ki so $e hrustanéne (slika 3C).
V fazi 42, ki predstavlja zacetek metamorfoznega
klimaksa, sta sprednji okon¢ini Ze vidni, pred tem
je njun razvoj potekal znotraj $krzne komore.
Osifikacija proksimalnih delov okonéin je v tej
fazi ze obseZnej$a, $iri pa se tudi v distalne dele
okonéin (slika 3D). Osificirane so tudi Ze prve
dlanénice, in sicer prsta IV in V. Zapestnice in
prstnice prstov so hrustanéne. V fazi 44 (slika 3E)
so dlanénice in prstnice podalj$ane in osificirane,
z izjemo II. prsta, ki ima hrustanéne prstnice. V
fazi 46 (slika 3F) so osificirani skoraj vsi elementi
zadnjih okoncin. Hrustan¢no ostane zapestje, in
epifizni konci vseh kosti okoncine.

Okolcje in zadnje okoncine

Okol¢je je zgrajeno iz treh parnih elementov
(Crevnice ali iliuma, sednice ali ishiuma in sramnice
ali pubisa), ki se zdruzujejo v osrednjem kavdalnem
delu hrbtenice in oblikujejo jamico (acetabulum)
za sklepno vezavo stegnenic. V fazi 39 (slika
4A) so parne zasnove za sednico in sramnico $e
hrustan¢ne, medtem ko v Crevnicah Ze poteka

osifikacija, in sicer v njunem posteriornem delu.
Lega ¢revnic je e horizontalna, prav tako parni
elementi sednice in sramnice $e niso zdruZeni.
ZdruZevanje poteCe v fazi 44 (slika 4B). Osifi-
kacija €revnic je v tej fazi izrazitejsa, prav tako je
njuna lega Ze bolj vertikalna. V fazi 46 je glavnina
okol¢ja osificirana, hrustan¢ni ostajata sramnici in
distalna konca érevnic (slika 4C). Crevnici sta Ze
postavljeni paralelno s hrbtenico in se povezujeta
z osificiranima pre¢nima odstavkoma (diafizama)
kriznega vretenca.

Zadnje okoncine gradi stegnenica ali femur,
ki je v stiku z okol¢jem, ter zras¢eni golenica in
mecnica ali tibiofibula. Sledita parna in podalj$ana
proksimalna tarzalna elementa ter preostale tar-
zalne kosti, podaljSane nartnice ali metatarzalni
elementi in prstnice prstov. Zadnja okon¢ina ima
pet prstov. V fazi 34 in 36 so zadnje okoncine Se
v celoti hrustanéne (slika SA, B). Vseh pet prstov
je izoblikovanih v fazi 36, vendar posamezne
prstnice e niso vidne. V fazi 39 je Ze dobro vidna
osifikacija v diafizah stegnenice in tibio-fibule, ki
je v tem obdobju $e iz locenih zasnov (slika 5C).
V proksimalnih tarzalnih elementih je vidna Sibka
osifikacija. Distalni del okon¢ine je $e hrustanéen.
Prsti so podaljsani, razvidne so tudi Ze posamezne
hrustanéne prstnice (slika 5C). V fazi 40 je raz-
vidno napredovanje osifikacije proti epifiznim
predelom pri stegnenici, tibio-fibuli (zasnovi sta
ze zdruzeni) in tarzusu (slika SD). Vidna je tudi
Sibka osifikacija v nartnicah vseh $tirih prstov in
v prvi prstnici najdaljSega prsta (slika SD). V fazi
44 so dolge kosti proksimalnega dela okonéin ze
osificirane, epifize ostajajo hrustanéne (slika 5E).
Osifikacija je vidna v proksimalnih prstnicah prstov
od III do V ter druga prstnica prsta III. V fazi 46
je skoraj celotna okonc¢ina kos¢ena, hrustan¢ne
so epifize in distalni elementi gleZnja (slika S5F).
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Slika 4:

Figure 4:
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Vzorec osifikacije okol¢ja pri navadni krastaci Bufo bufo. A - Faza 39, osifikacija v proksimalnem delu
¢revnic (puscica). Sramnici (glava puséice) sta hrustanéni. B - Faza 44, osifikacija ¢revnic (pus€ica) je
obseznejsa. Parni hrustanci sramnice (glava pus¢ice) in sednice so v osrednjem delu hrbtenice. C - Faza
46, okol¢je je osificirano, razen v distalnih koncih érevnic (puscica) (slika levo z dorzalne strani) in v
predelu sramnic (glava puséice) (slika desno z ventralne strani).

Ossification pattern in the pelvic girdle of Bufo bufo. A — Stage 39, ossification in the proximal part
of ileum (arrow). Pubic bones (arrow head) are cartilaginous. B — Stage 44, ossification of the ileum
is more extended (arrow). Dual cartilaginous elements of pubic bones (arrow head) and ischium are
moved in central part of the spine. C — Stage 46, pelvic girdle is ossified except in distal parts of the
ileum (arrow) (left figure from dorsal side) and in the pubic bones (arrow head) (right figure from
ventral side) which are cartilaginous.
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Slika 5:

Figure 5:
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Vzorec osifikacije zadnjih okon¢in pri navadni krastaci Bufo bufo. A - Faza 34, zasnove za okon¢ini so
podaljsane in hrustanéne. B - Faza 36, izoblikovanih je vseh pet prstov. C - Faza 39, izrazita osifikacija
v diafizah stegnenice (tanka pus€ica) in tibio-fibule (debela puséica) ter Sibkejsa v diafizah proksimalnih
kosti gleznja (glava puscice). Izoblikovane so tudi Zze vse hrustan¢ne prstnice. D - Faza 40, osifikacija je
napredovala proti epifizam v stegnenici, tibio-fibuli in proksimalnih kosteh gleznja. Vidna je tudi $ibka
osifikacija v nartnicah (pus¢ica) vseh $tirih prstov in v prvi prstnici najdaljSega prsta (glava puscice).
E - Faza 44, obsezna osifikacija v vseh dolgih kosteh okoncine, razen v najbolj distalnih prstnicah, ki
so hrustancne. F - Faza 46, osificirane so vse kosti okoncine, vklju¢no s prstnicami. Epifizni konci in
distalni elementi gleznja (pusc€ica) so hrustancni.

Ossification pattern in the hind limbs of of Bufo bufo. A — Stage 34, limb buds are elongated and
cartilaginous. B. — Stage 36, all five fingers are formed. C — Stage 39, strong ossification in diaphysis
of femur (thin arrow) and in tibiofibula (thick arrow), and weak ossification in diaphyses of proximal
tarsus bones (arrow head). All cartilaginous phalanges are formed. D — Stage 40, ossification progresses
towards the epiphyses of femur and tibiofibula as well as to the epiphyses of proximal tarsal bones. The
ossification in metatarsus of all four fingers (arrow) and in first phalange of the longest finger (arrow
head) is weak. E - Stage 44, extensive osiffication in all long bones of the limb, except in the most
distal phalanges which are cartilaginous. F — Stage 46, all limb bones are ossified including phalanges.
The epiphyseal ends and distal tarsal elements (arrow) are cartilaginous.
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Zaporedje in Casovni potek osifikacije skeleta
pri li¢inkah navadne krastace B. bufo povzemamo
v Tabeli 1. Prva osifikacija skeleta nastopi v
zgodnjem prometamorfoznem obdobju (faza 39)
in se postopoma $iri v kranialno - kavdalni smer

vzdolz hrbtenice, ter v proksimalno — distalni smeri
v okoncinah, ople¢ju in okol¢ju. Ob zakljucku
metamorfoze (faza 46) je skelet skoraj popolnoma
osificiran.

Tabela 1: Vzorec osifikacije skeleta navadne krastace Bufo bufo.
Table 1:  Skeleton ossification pattern in common European toad Bufo bufo.
Razvojne Osni skelet Sprednje okoncine in oplecje Zadnje okoncine in okol¢je
faze po
Gosnerju
39 zigapofize nevralnih lokov I-VIII*  nadlahtnica stegnenica
podlahtnica s kozeljnico tibio-fibula
proksimalni tarzalni kosti
proksimalni del ¢revnice
40 bocni deli nevralnih lokov I-VIII*  klejtrum nartnice
inIX proksimalna prstnica prsta [V
bocni deli centrumov I-VIIT*
42 dorzalni deli nevralnih lokov lopatica
[T * klju¢nica
precni odstavki II-I1T* krokarnica
kranialni del post-sakralne regije ~ dlancnice prstov IV-V
44 dlan¢nice prstov II-I1I prstnice proksimalne prstnice prstov 111
prstov III-V inV
druga prstnica prsta I1I
46 precni odstavki [V-VII prstnici prsta I1 sednica

precna odstavka vretenca IX
kavdalni del post-sakralne regije

distalne prstnice prstov [-V

*— osifikacija intenzivnejsa v sprednjem delu hrbtenice

Skeletni elementi so navedeni glede na najbolj zgodnji pojav osifikacije, ki smo ga zasledili s pomo¢jo barvanja

kostnega tkiva z barvilom alizarin rdece.
*- ossification is intense in cranial part of the spine

Skeletal elements are listed according to the earliest appearance of ossification process, which was detected by

using the alizarin red stain for bone tissue.

Diskusija

V raziskavi smo analizirali postembrionalno
osifikacijo skeleta pri navadni krasta¢i Bufo bufo,
ki imajo izredno hiter razvoj li¢ink. Osredoto¢ili
smo se na zaporedje in ¢asovni potek osifikacije
skeletnih delov v hrbtenici, ople¢ju in okol&ju ter
okoncinah, s pudarkom na distalnih delih okon¢in,
saj v literaturi za navadno krastaco ni podanih
podrobnih opisov. Tako kot pri ostalih brezrepcih
(Kepm in Hoyt 1969, Duellman & Trueb 1986,
Dunlap in sod. 1996) se hrustan¢ne zasnove skeleta
krastace oblikujejo v obdobju premetamorfoze in
so v fazi 34 tudi Ze jasno razvidne. Prva osifikacija
skeleta nastopi v prometamorfoznem obdobju

(faza 39), in sicer socasno v hrbtenici, proksi-
malnih delih okon¢in in ¢revnicah okol¢ja, ter
se postopoma $iri v kranialno - kavdalni smeri
vzdolz hrbtenice ter od proksimalnih v distalne
dele okonc¢in, okol¢ja in oplecja, kot tudi od os-
rednjega dela dolgih kosti okon¢in proti njihovim
epifiznim koncem.

Zasnove vretenc nastanejo iz mezenhimskih
celic embrionalnega sklerotoma, ki se diferencirajo
v hondrocite in obdajo hrbtenjaco in hrbtno struno
(Gilbert 2000). V dorzalnem delu se oblikujejo
lo¢ene parne zasnove nevralnih lokov, ki zas¢itijo
hrbtenjaco, zasnove okoli hrbtne strune oblikujejo
centrume vretenc, ki embrionalno hrbtno struno
v celoti nadomestijo (Liem in sod. 2001). Prva
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osifikacija hrbtenice pri navadni krastaci je opazna
v zigapofizah nevralnih lokov vretenc presakaralne
regije v obdobju prometamorfoze (faza 39). Vzorec
osifikacije locenih zasnov nevralnih lokov poteka
podobno kot opisujejo za nekatere druge brezrepce
(Haas 1999, Rockova in Rocek 2005, Yirdirim
2014), in sicer se postopoma §iri iz proksimalnega
dela leve in desne polovice nevralnih lokov proti
njihovemu centru. Osifikacija hrbtenice poteka
v kranialno — kavdalni smeri, kar se odraza tudi
v intenzivne;j$i osifikaciji elementov hrbtenice
kranialne regije, vklju¢no s pre¢nimi odstavki
vretenc. Slednji v kavdalni regiji presakralnih
vretenc osificirajo Sele v metamorfoznem kli-
maksu, njihovi distalni konci pa so ob zakljucku
metamorfoze Se vedno hrustancni. Hrustan¢ni
distalni konci odstavkov vretenc pri krastaci so
zasnove embrionalnih reber, ki pri dvozivkah
ostajajo kratka in zlita z odstavki in ne tvorijo
rebrne kosare, kot je znacilno za ostale vretencarje
(Liem in sod. 2001). Ob zaklju¢ku metamorfoze
ostaja pri krasta¢i hrustancen tudi osrednji dorzalni
del nevralnih lokov, ki najverjetneje osificira po
metamorfozi. Pri nekaterih vrstah brezrepcev se
obe polovici nevralnih lokov na podrocju sprednjih
vretenc ne zdruzijo, vendar je pri ve€ini vrst lok
popoln in koscen (Duellman in Trueb 1986). Pri
vecéini dvozivk poteka soCasna osifikacija cen-
trumov in nevralnih lokov vretenc (Haas 1999,
Rockova in Rocek 2005, Yirdirim 2014). To naj
bi veljalo tudi za navadno krastaco (Dunlap in
Sanchiz 1996), vendar se je v naSem primeru
osifikacija centrumov pojavila kasneje (faza 42).
Vse do faze 42 so centrumi $e hrustan¢ni, medtem
ko je v nevralnih lokih Ze intenzivna osifikacija.
Podobno kot v nevralnih lokih, tudi v predelu
centrumov poteka osifikacija najprej v bo¢nih
delih hrustan¢nih centrumov, in se nato Siri v proti
osrednjemu delu posameznih centrumov vretenc.

Postsakralna vretenca so pri brezrepcih zlita
v enotno osrednje lezeco stukturo ali urostil,
ki je pomembna vzmet pri skakajo¢em nacinu
lokomocije, blazilec pri doskoku, nanj se prip-
enjajo miSice, ki omogocajo rotacijo okol¢ja
(Kemp 1969, Duellman in Trueb 1986, Pough in
sod. 2013). Do zlivanja postsakralnih elementov
pri brezrepcih prihaja ob koncu metamorfoze
in se nadaljuje tudi po zakljucku metamorfoze
(Duellman in Trueb 1986). V raziskavi smo
lo¢ene hrustanéne zametke postsakralne regije

hrbtenice opazili v fazi 39, prvo osifikacijo pa
v kranialnem delu postsakralne regije, v fazi 42,
torej na zaCetku metamorfoznega klimaska. V
fazi 46 je kranialni del postsakralne regije ze zlit
v strukturo imenovano urostil in tudi Ze osificiran,
medtem ko je v kavdalnem koncu zastopana Sele
Sibka osifikacija. Proces mineralizacije urostila
pri krastaci in ostalih brezrepcih se zakljuci po
metamorfozi (Dunlap in Sanchi 1996).

Oplecje brezrepcev v osnovi gradita dve
dermalni kosti, kljuénica ventralno in klejtrum z
dorzalne strani ter lopatica z nadlopatico dorzalno
in korakoid z ventralne strani, ki so endohondral-
nega nastanka (Duellman in Trueb 1986). Obe
polovici oplec¢ja na trebusni strani povezujejo
elementi prsnice. Vzorec osifikacije oplecja licink
krastace B. bufo je podoben, kot ga opisujeta
Dunlap in Sanchiz (1996) za razli¢ne vrste rodu
Bufo, in je znacilen tudi za ostale brezrepce (Du-
ellman in Trueb 1986, ). Prva osifikacija oplecja
je bila opazna v klejtrumu (faza 40). Ta se nato
Siri v proksimalni del lopatice. Socasno poteka
osifikacija korakoida, kar sovpada z zakljuckom
osifikacije nadlahtnice sprednjih okoncin. Sledi
Sirjenje osifikacije v distalni konec lopatice in na
podrocje kljucnice (faza 42). Ob zakljucku meta-
morfoze (faza 46) je oplecje pri krastaci koséeno,
razen nadlopatic, ki sta v celoti hrustan¢ni. Obseg
osifikacije nadlopatice je vrstno specificen, npr.
pri vrstah iz druzine pravih zab (Ranidae) obsega
priblizno 2/3 celotne nadlopatice (Duellman in
Trueb 1986).

Okolcje brezrepcev je v primerjavi z repatimi
dvozivkami zelo modificirano, parni elementi
okol¢ja so namre¢ zdruzeni v osrednjem delu
okol¢ja, tako da je sklepna vezava zadnjih okoncin
na okol¢je v centralni osi hrbtenice (Duellman
in Trueb 1986, Liem 2001, Pough in sod. 2013).
Podaljsani sta tudi ¢revnici in lezita vzporedno
s hrbtenico in se pripenjata na diafizo kriznega
vretenca. Posteriorna dela Crevnic sta razsirjena in
oblikujeta anteriorno polovico kol¢ni¢ne ponvice,
ki je mesto sklepne vezave stegnenice zadnje
okoncine (Duellman in Trueb 1986). Preostali
del ponvic oblikujeta sednici in sramnici. Ceprav
je lega parnih sednic in sramnic okol¢ja odraslih
brezrepcev v centralni osi hrbtenice, se elementi
okol¢jarazvijejo iz parnih hondrifikacijskih centrov
na vsaki strani hrbtenice (Rockova in Rocek 2005,
Yirdirim 2014), kar je tudi lepo razvidno v nasem
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primeru pri li¢inkah krastace. Parne hrustancne
zasnove so jasno razvidne v fazi 34 premeta-
morfoze in lezijo na vsaki strani hrbtenice. Prvo
osifikacijo okol¢ja smo opazili v prometamorfozi
(faza 39), in sicer v posteriornem delu ¢revnic
soCasno s stegnenico in tibiofibulo. Osifikacija
sednice nastopi Sele ob koncu metamorfoznega
klimaksa, medtem ko pubisa ostajata hrustan¢na.
Vzorec razvoja okol¢ja je pri vseh brezrepcih po-
doben, ¢asovno razli¢no pa je zlivanje obeh polovic
okol¢ja, ki se pri nekaterih rodovih brezrepcev
pojavi predno ¢revnici dosezeta svojo koncno
dolzino (npr. Discoglossus, Bombina in Xenopus),
pri drugih (npr. Bufo, Pelobates in Rana) pa se
pojavi kasneje, Ceprav sta Crevnici ze podaljSani
(Rockova in Rocéek 2005). V nasem primeru
prihaja do zdruzevanja locenih parnih zasnov
sednice in sramnice v fazi 44 metamorfoznega
klimaksa. Dunlap in Sanchi (1996) za Bufo bufo
tega podatka ne navajata. Osifikacija okol¢ja
krastace se pojavi v prometamorfozi(faza 39) v
posteriornem delu ¢revnic socasno s stegnenico
in tibiofibulo, medtem ko nastopi osifikacija
sednice Sele ob koncu metamorfoznega klimaksa.
Razen sramnic, ki ostajata hrustancni, je okol¢je
kos¢eno ob zaklju¢ku metamorfoznega klimaksa.
Dunlap in Sanchi (1996) za krastaco Bufo bufo
sicer navajata zgodnejso osifikacijo ¢revnic (faza
37) in sednic (faza 44) ter popolno osifikacijo
okol¢ja pred zaklju¢kom metamorfoze (faza 45).

Tako kot je znacilno za ostale dvozivke (Du-
ellman in Trueb 1986), se osifikacija v okon¢inah
krastace B. bufo pojavi najprej v proksimalnih
delih in se nato postopoma $iri v distalne dele.
Proksimalni deli okoncin krastace osificirajo v
zgodnjem prometamorfoznem obdobju, saj so v
fazi 39 Ze intenzivno osificirani, kar se sklada z
opisom od Dunlap in Sanchi (1996). Prav tako nas-
topi proces osifikacije najprej v zadnjih okoncinah,
saj je bilo obarvanje kostnega tkiva v stegnenicah
intenzivnej$e in obseznejSe. Zanimiv je vzorec
osifikacije distalnega dela okoncin (t.i. autopo-
dija), ki ga Dunlap in Sanchi (1996) pri svojem
opisu razvoja in osifikacije skeleta pri B. bufo ne
podajata. Osifikacija nartnic zadnjih okoncin (faza
40) se pojavi pred dlan¢nicami sprednjih okoncin
(faza 44). Socasno z nartnicami poteka tudi osi-
fikacija proksimalne prstnice IV. prsta, medtem
ko nastopi osifikacija v preostalih proksimalnih
prstnicah bistveno kasneje, in sicer proti koncu

metamorfoznega klimaksa (faza 44). Osifikacija
distalnih prstnic vseh petih prstov zadnje okoncine
se pojavi Sele ob zakljucku metamorfoze. Soc¢asno
z dlan¢nicami sprednje okonéine poteka osifi-
kacija proksimalnih prstnic vseh prstov sprednje
okoncine, z izjemo I1. prsta (faza 42). Proksimalna
prstnica prsta II sprednje okoncine osificira socasno
z distalnimi prstnicami preostalih prstov (faza 44).
Prst I je v evoluciji brezrepcev reduciral, tako da
ima sprednja okoncina $tiri prste (Liem in sod.
2001). Pri zadnji okon¢ini soCasno z nartnicami
osificira le proksimalna prstnica prsta [V (faza 40),
proksimalne prstnice preostalih prstov osificirajo
kasneje (faza 44). Razen proksimalno — distalne
osifikacije v okoncinah je zaslediti tudi posteri-
orno — anteriorno osifikacijo prstov, ki pravzaprav
sledi postopnemu izras¢anju prstov med razvojem
okoncin paglavcev (Badawy in sod. 2012). Ob
zaklju¢ku metamorfoze (faza 46) so okoncine pri
krastaci koScene, z izjemo epifiznih koncev ter
karpalnih in metakarpalnih elementov. Tudi pri
vecini ostalih brezrepcev karpalni in metakarpalni
elementi pokostenijo Sele po metamorfozi (Kemp
in Hoyt 1969, Duellman in Trueb 1986, Dunlap
in Sanchi 1996, Hass 1999). Epifizni konci pa so
pri vecini brezrepcev popolnoma mineralizirani
Sele po Cetrti hibernaciji (Rozenblut in Ogielska
2005).

Pri vecini vrst brezrepcev je relativni Cas
osifikacije posameznih enot skeleta (lobanja,
hrbtenica in okoncine) dokaj podoben (Hass
1999), prav tako se osifikacija najprej pojavi v
lobanjskem delu, ki ji sledi osifikacija v hrbtenici,
nato v zadnjih okoncinah in nazadnje Se v sprednjih
okoncinah. Obicajno se osifikacija v okon¢inah
dvozivk pojavi tudi z ve¢jim ¢asovnim zamikom
glede na lobanjo in hrbtenico. V primeru navadne
krastacCe B. bufo se prva osifikacija okon¢in pojavi
socasno z osifikacijo hrbtenice. Rezultati raziskave
pri navadni krastac¢i B. bufo kazejo tudi na to,
da je osnovni vzorec osifikacije skeleta dvozivk
ohranjen, neglede na to, da je razvoj li¢ink krastace
v primerjavi z ostalimi brezrepci bistveno hitrejsi.

Summary
Ossification is a process in which pre-existing

mesenchymal tissue or cartilage transforms into
bone. In amphibia, this process occurs in the post-
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embryonic period during larval development. The
basic pattern of ossification is strongly conserved
among closely related species, but the precise
timing of skeletal ossification is species-specific.

In our research we analyzed the pattern of
skeletal ossification in larvae of the common
European toad, Bufo bufo, a species of anuran with
very rapid larval development. We focused on post-
embrional ossification of the axial skeleton with
an emphasis on the distal parts of the limbs. We
used a clearing and staining method for cartilage
and bone. The developmental stages of the larvae
were identified using the Gosner (1960) Staging
System for Anurans. Our results suggest that at the
end of the premetamorphosis stage (Stage 34), the
skeleton is entirely cartilaginous. The first visible
ossification by the applied method is evident in
prometamorphosis (Stage 39), and occurs simul-
tanously in the zigapohyses of the neural arches
of the spine, in the diaphyses of proximal parts
of the forelimbs (humerus, radius-ulna) and hind
limbs (femur and tibio-fibula), as well as in the
proximal part of the ileum of the pelvic girdle.
The process intensifies during prometamorphosis
and gradualy progresses in a cranial - caudal
direction along the spine and from proximal to
distal parts of the limbs, and in the pelvic and
pectoral girdles, as well as to the epiphyses of
the long bones. Fingers ossified in a posterio-
anterior direction. Ossification of the postsacral
vertebrae begins at the onset of the metamorphic
climax (Stage 42), while their distal ends are still
cartilaginous at the end of metamorphosis and,
only weak ossification is visible. The retardation
of ossification in the postacral region is common
also for other anuran species.

In most amphibians, ossification takes place
simultanously in vertebral centra and neural arches
of the vertebrae. We noticed that ossification of
vertebral centra began later (Stage 40) in B. bufo
than the neural arches. The ossification process in
neural arches occurs in prometamorphosis (Stage
39) with the ossification of zygapophyses.

Overall, the basic ossification pattern in the
limbs and girdles of B. bufo is also similar to that
reported for other amphibian species and begins
in the diaphyses of the proximal parts of limbs
and then gradually progresses to the distal parts,
as well as from the diaphyse to the epiphyses of
the long bones. The first evidence of ossification

in the pectoral girdle is in the cleithrum (Stage 40)
which then gradually continues to the other
parts of the girdle (scapula, clavicle, coracoid).
The ossification of the pelvic girdle occurs be-
fore the pectoral girdle, in prometamorphosis
(Stage 39), with the ossification of the posterior part
of the ileum, and simultaneously with the femur
and tibia-fibula. By the start of the metamorphic
climax (Stage 44), the dual and laterally placed
cartilaginous elements of the girdle, the ischium
and pubis, have moved to the central part of the
spine, where, together with the ileum, they form
the articulation site (acetabulum) for hind limbs.
At the end of metamorphosis (Stage 46), the
ischium begins the ossification process while the
pubis remains cartilaginous.

At the end of the metamorphic climax
(Stage 46), the skeleton of B. bufo is still not com-
plety ossified. At this stage, cartilage remains in
the dorsal midline of the spine, in the distal parts
of the transverse processes of the vertebrae, as
well as in the epiphyses, the mesopodial elements
(carpals and metatarsals) of the limbs, and in the
suprascapula and pubis of both girdles. Although
all of these elements (except the suprascapula)
are fully ossified in amphibians by the end of
metamorphosis, the carpals in the front limbs
and metatarsals in the hind limbs usually remain
cartilaginous.

Most Anuran species are similar in the rela-
tive timing of ossification of the major skeletal
units (cranium, vertebral column, hind and front
limbs); the very first ossification appears in the
cranium, shortly followed by ossifications of the
vertebral column, then the hindlimb, and last
the forelimb (Haas 1999). Usually hind- and
forelimbs start ossification with a clear delay
relative to the cranium and vertebral column. In
the case of common toad B. bufo, it appears that
the vertebral column, hind and front limbs begin
to ossify simultaneously. In most other respects,
however, the results of the research also show that
despite rapid larval development, the patterns of
ossification seen in B. bufo are very similar to
those of other anuran species, underlining the
fact that they are strongly conserved.
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