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Morfologia plemnikdw ropuchy szarej
Buto buto (L)
i ropuchy zielonej — Buto viridis (Laur.)

WSTEP

Plemniki ptazéw tak jak i innych kregowcéw zbudowane sg z gtow-
ki, wstawki i wici. Terentiew (1950) stwierdza, ze plemniki zaiby zbudo-
wane sg z gtdwki i wici (ogonka), majg rézny ksztalt i budowe u réz-
nych gatunkéw. Doktadniej poznano budowe plemnikéw u ptazéw ogo-
niastych, gtdéwnie traszek (Juszczyk 1967, 1974), oraz ich przezywal-
no$¢ w roznych temperaturach (Zamachowski i Zamachowska 1971).
Juszczyk (1967, 1974) podaje doktadny opis plemnikéw traszek (Tritu-
rus). W plemniku traszki oglagdanym pod mikroskopem optycznym z fta-
twoscia wyrozni¢ mozna giowke i witke. Dodatkowym tworem plem-
nikbw ptazow ogoniastych jest btonka falujgca, ciggnaca sie wzdtuz wit-
ki. Btonka ta w zywym plemniku znajduje sie w ciggtym ruchu.

W literaturze nie spotkano doktadnego opisu plemnikéw ropuch
krajowych, a szczeg6lnie danych dotyczacych ich wielkosci i morfolo-
gii. Brak réwniez dokiadnych metod dotyczacych utrwalania i barwie-
nia plemnikéw ptazéw bezogonowych (Anura).

W zwiazku z powyzszym, celem niniejszej pracy bylo przedsta-
wienie morfologii plemnikéw ropuchy szarej — Bufo bufo (L) i ropu-
chy zielonej — Bufo viridis Laur., oraz ustalenie metod utrwalania i
barwienia plemnikéw, ktoére dawalyby zadowalajgce efekty.

MATERIAL | METODYKA BADAN

Badania przeprowadzone na plemnikach pobranych od 10 samcéw
ropuchy szarej — Bufo bufo (L.) i 6 samcéw ropuchy zielonej — Bu-
fo viridis Laur. ztowionych w okresie godowym (kwiecieri i maj 1972 r.)
w stawach w okolicach Skawy i Wolbromia, lezacych w pasie Wyzy-
ny Krakowsko-Czestochowskiej oraz w stawach w okolicach Os$wieci-
mia.

W celu pobrania plemnikéw, zwierzeta zabijano przez zniszczenie
centralnego systemu nerwowego. Po otwarciu powiok wypreparowywa-
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no pecherzyki nasienne i jgdra. W czasie badan mikroskopowych w cie-
czy pobranej z pecherzykéw nasiennych i kloaki nie stwierdzono obec-
nosci plemnikéw, mimo ze byly to samce godujgce i posiadajace wy-
ksztalcong szate godowa. Do badan pobierano plemniki z jader. Przygo-
towanie roztworu cieczy nasiennej z jader polegato na zmiazdzeniu i
wyptukaniu jader w kropli wody. W celu stwierdzenia obecnosci plem-
nikéw krople nasienia oglgdano nad matym, a nastepnie Srednim po-
wiekszeniem mikroskopowym. Oceniano réwniez ruchliwo$¢ plemni-
kéw. Stwierdzono, ze plemniki poruszaty sie z rézng szybkoscig, a licz-
ba plemnikéw nieruchomych byta niewielka. Wskazuje na to fakt, ze
plemniki znajdowaty sie na réznym etapie dojrzatosci. Roztwér cie-
czy nasiennej pochodzacej od kazdego osobnika utrwalano w 4% for-
malinie.

Z tak przygotowanego i utrwalonego roztworu plemnikéw wykony-
wano rozmazy na szkietkach podstawowych, podsuszano i suchy roz-
maz barwiono.

Wykonano 100 preparatéw plemnikéw ropuchy szarej i 60 prepa-
ratdbw plemnikéw ropuchy zielonej. Ze wzgledu na brak odpowiednich
metod barwienia plemnikow ptazow wykonano wiele préb barwienia
i utrwalania plemnikéw, w celu znalezienia najodpowiedniejszej meto-
dy. W dostepnej literaturze podawane sg metody barwienia plemnikéw
ssakow (Baginski 1951, Pawlikowski 1967), ktére w zastosowaniu do
barwienia plemnikéw ptazéw nie dajg dobrych rezultatow.

Bardzo istotne znaczenie mial dobor wiasciwego utrwalacza, kto-
ry by wyrézniat sie szybka zdolnoscig przenikania, zachowujgc pier-
wotny wyglad morfologiczny plemnikéw oraz nadawat im pewne wias-
ciwosci umozliwiajgce selektywne barwienie.

Zastosowano szereg metod utrwalania i barwienia plemnikéw. Po-
nizej przedstawiono niektére z nich.

1. Rozmazy zywych plemnikow utrwalano alkoholem metylowym
(CHOH) przez 2 min.,, a nastepnie odczynnikiem Giemzy (10 kropli
odczynnika Giemzy na 5 ml wody destylowanej) przez 20 min. Po sptu-
kaniu preparatu woda i wysuszeniu ogladano go pod mikroskopem.
Otrzymano nastepujacy wynik barwienia — gtéwki plemnikow wy-
barwity sie na fioletowo, witki i btonka falujgca pozostawaty niewy-
barwione (bezbarwne). Stwierdzono, poréwnujgc preparaty utrwalone
alkoholem metylowym i preparaty nieutrwalone, ujemny wptyw utrwa-
lacza na plemniki. Witki ich ulegaty silnemu skreceniu, tak ze nie moz-
na bytlo na tych plemnikach wykona¢ zadnych pomiaréw.

2. Barwienie roztworem tuszu czarnego. Wysuszone rozmazy plem-
nikdw barwiono roztworem tuszu (stosujgc rézne jego stezenia), nastep-
nie ptukano w wodzie destylowanej i suszono na powietrzu. Po zasto-

142



sowaniu tej metody uzyskano nastepujacy wynik: gtéwki plemnikéw
wybarwity sie na kolor czarny, witki i btonka falujgca pozostawaty nie-
wybarwione.

3. Rozmazy plemnikéw utrwalano w 4% formalinie, a nastepnie bar-
wiono hematoksyling Delafielda. Stosowano rézny czas barwienia, a
mianowicie 5, 10, 20 i 30 min, po okreslonym czasie barwienia preparaty
ptukano w biezacej wodzie. Wyniki barwienia: po 5 i 10 min barwie-
nia gtowki plemnikéw wybarwiatly sie na kolor fioletowy, witki i bton-
ka falujgca pozostawatly bezbarwne. Po 20 i 30 min barwienia gtow-
ki wybarwialy sie na fioletowo, witki réwniez na kolor fioletowy. Bton-
ki falujgce nie wybarwity sie i byly niewidoczne.

4. Rozmazy plemnikéw wykonywano z uprzednio utrwalonego roz-
tworu w 4% formalinie i barwiono hematoksyling Delafielda i eozyna.
Barwigc plemniki w hematoksylinie Delafielda stosowano rdézne czasy
wybarwiania. Nastepnie ptukano w wodzie destylowanej, stale kontro-
lujgc proces wyptukiwania pod mikroskopem. Dobrze wyptukane pre-
paraty zanurzano w wodnym 0,25% roztworze eozyny na okres od 1
do 3 min, nastepnie ptukano w wodzie destylowanej i suszono na po-
wietrzu.

Najkorzystniejsze wyniki uzyskano przy barwieniu hematoksyli-
na Delafielda przez 10 min i eozyng przez 2 min. W tak wybarwionych
preparatach gtowki plemnikéw wybarwiaty sie na fioletowo, witki na
czerwono, a btonki falujgce na kolor rézowy. Stosujgc wodny roztwor
formaliny (roztwor 4%) jako utrwalacza, uzyskano niezmieniony ksztatt
plemnikow, a szczegllnie witek. Nie stwierdzono szkodliwego wptywu
na btonki falujace.

Wyzej podana metoda utrwalania i wybarwiania plemnikéw byta
najkorzystniejsza. Dobor wilasciwego czasokresu barwienia zabezpieczat
przed przebarwieniem lub niedobarwieniem, co w konsekwencji dawato
obraz przejrzysty z wyraznie zroznicowanymi czesciami plemnika. Bar-
dzo istotne znaczenie miato plukanie preparatéw. Odbywato sie ono pod
kontrolg mikroskopowa, dzieki czemu mozna byto przerwac¢ proces wy-
ptukiwania w momencie najstosowniejszego zabarwienia poszczegdlnych
czesci plemnika. Réwniez sposdb utrwalania okazat sie najprostszy i
jednoczes$nie najkorzystniejszy.

Przygotowane powyzszg metodg preparaty plemnikéw poddawano
obserwacji mikroskopowej, a nastepnie mierzono dtugo$¢ poszczegol-
nych czesci plemnika. Dtugos¢ gtowek i wysokosé btonki falujgcej plem-
nikbw mierzono przy uzyciu mikrometru okularowego. Ze wzgledu na
utozenie witek na preparatach, ich ditugo$¢ mierzono metoda posrednia.
Przy uzyciu aparatu rysunkowego wykonano rysunki witek plemnikow,
ktére nastepnie mierzono i znajgc powiekszenie przeliczano na wiel-
kos¢ rzeczywistg. W powyzszy sposOb wykonano pomiary 150 plemni-
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kéw ropuchy szarej i 150 plemnikow ropuchy zielonej. Dla kazdej czes-
ci plemnika wyznaczano S$rednig arytmetyczng, odchylenie standardowe
i wspoéiczynnik zmiennosci. Wykonano roéwniez szereg rysunkow plem-
nikébw przedstawiajgc zasadnicze typy ich budowy. Rysunki wykonano
przy uzyciu rysunkowego aparatu Abbego i mikroskopu.

Obserwacje plemnikéw ropuch prowadzono przy uzyciu mikrosko-
pu Swietlnego przy powiekszeniu 600 razy. Przy tym powiekszeniu wi-
doczna jest wyraznie gtdwka oraz witka z blonkag falujaca.

WYNIKI BADAN

MORFOLOGIA PLEMNIKOW ROPUCHY SZAREJ — BUFO BUFO (L.

Plemniki ropuchy szarej charakteryzujg sie znacznym zrdznicowa-
niem, zarowno w wielkosci jak i w ksztalcie oraz proporcjach poszcze-
gélnych czesci. Dlugo$é ich waha sie od 65 pm do 125 pm. Srednia
dtugos¢ plemnika wynosi 84 [im = 10,8, przy wspoéiczynniku zmiennos-
ci 12,9%. Wsrod przebadanych plemnikéw okoto 40% miato wielkosé po-
nizej Sredniej wartosci. Okoto 10% plemnikéw osiggato wielko$¢ powy-
zej 100 Jum

Wséréd badanych plemnikéw przewazajg plemniki o gtéwkach du-
zych, wydtuzonych i ostro zakonczonych (rye. 1). Inny typ plemnikéw
charakteryzuje sie gtowka mniejszg, na szczycie tukowato zagietg i za-
ostrzona. Srednia diugo$é gtéwki wynosi 255 uT + 3,1, najmniejsza
gtowka miata dlugos¢ 14 pm, a najwieksza 32 pm. Wspéiczynnik zmien-
nosci dla gtowki plemnika wynosi 12,1%. Gitéwka plemnika ropuchy
szarej jest co najmniej 2 razy mniejsza od S$redniej diugosci witki.

Wielkos$¢ witek waha sie od 48 pm do 108 pm, przy S$redniej dtu-
gosci 60 iim = 11,8 i wspoéiczynniku zmiennosci 19,6%. Zmiennos¢ diu-
gosci witki jest bardzo duza, co znacznie wptywa na wielkos¢ plemni-
kow.

Na witce plemnika ropuchy szarej znajduje sie bltonka falujgca
(rye. 1). Btonka falujaca u ok. 70% przebadanych plemnikéw zaczyna
sie tuz za gtowka i biegnie wzdtuz catej witki, tagodnie przechodzac ku
korncowi witki. U ok. 15% plemnikéw bierze poczatek w odlegtosci ok.
14 pm od gtéwki i gwattownie zanika przed koricem witki. U pozostatych
plemnikéw przebieg btonki falujgcej jest bardzo nieregularny. Maksy-
malna wysokos$¢ btonki falujgcej wynosi 2 pm, minimalna 1 pm, zas
Srednia wysokos¢ 1,6 pm + 0,2. Wspdbtczynnik zmiennosci — 15,5%.

Pobiezna obserwacja plemnikow sugeruje istnienie Kkilku typéw
morfologicznych ich budowy, dokiadniejsze badania pozwalajg jednak
na wyroéznienie dwoéch zasadniczych typéw plemnikéw, mianowicie plem-
nikow o gtdwkach duzych i ostro zakonczonych oraz plemnikéw o gtow-
kach mniejszych z wierzchotkiem tukowato zagietym i ostro zakonczo-
nym (rys. 1).
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Duza zmiennos$¢ wielkosci plemnikéw wynika ze znacznej rozpie-
tosci diugosci gtéwek, a gtéwnie witek.

MORFOLOGIA PLEMNIKOW ROPUCHY ZIELONEJ — BUFO VIRIDIS LAUR.

Podobnie jak plemniki ropuchy szarej, réwniez i plemniki ropu-
chy zielonej charakteryzujg sie duzg réznorodnoscia budowy. Niemniegj
jednak mozna wyro6zni¢ dwa zasadnicze typy ich budowy. Jeden typ
plemnikéw charakteryzuje sie gtdwka silnie wydtuzong o ostrym Ilub
tagodnie zakoriczonym wierzchotku. Drugi typ ma gtéwke wiekszg o
ksztatcie pateczkowatym i tagodnym zakonczeniu (ryc. 2).

Wszystkie typy gtéwek plemnikéw ropuchy zielonej taczy wspdélna
cecha, a mianowicie szeroko$¢ gtowek jest znacznie mniejsza (ok. 10
razy) od ich diugosci. Podobnie jak ksztalt, rowniez wielkos¢ gtéwek
plemnikéw jest rézna. U tego samego samca obok plemnikéw o matych
gtowkach (dtugosci 13 gm), znajdujg sie plemniki, ktérych gtdéwki prze-
kraczajg diugos¢ 20 (im. Diugos¢ najmniejszej gtowki badanych plem-
nikébw wynosi 12 [im, najwiekszej 24 am, przy S$redniej ditugosci 19,5 agm
+ 2,6 i wspoOtczynniku zmiennosci 13,5%.

Diugos¢ witki poszczegélnych plemnikéw waha sie w granicach od
26 am do 80 uT. Srednia diugo$é witki wynosi 46 uT * 84, a wspot
czynnik zmiennosci 18,2%.

Na witce plemnikéw wystepuje btonka falujgca (ryc. 2). Okoto 40%
plemnikéw ma btonke falujacg wzdtuz catej witki, u pozostatych plem-
nikdbw zaczyna sie ona w roznej odlegtosci od gtowki, jednak nie wiek-
szej od 1/3 diugosci witki. U niektérych plemnikéw przebieg btonki fa-
lujacej jest trudny do prze$ledzenia ze wzgledu na jej ulozenie w roéz-
nych plaszczyznach. Btonka falujgca utozona w ptaszczyznie prostopa-
diej do obserwowanej powierzchni widoczna jest w postaci cienkiej li-
nii. U takich plemnikéw nie mozna zmierzy¢ jej wysokoSci.

Maksymalna wysokos$¢ bilonki falujgcej wynosi 2 (im, a minimal-
na 1 [im, zas srednia wynosi 1,4 umn * 0,2. Wspobtczynnik zmiennosci
14%.

WsSrdéd badanych plemnikéw ok. 40% stanowiag plemniki duze o gtow-
kach pateczkowatych. Plemniki o gtéwkach wydtuzonych i ostro za-
koriczonych charakteryzujg sie matltymi wymiarami. Ogoélnie mozna
stwierdzi¢, ze Sredniej diugosci gtéwka plemnika jest ok. 2 razy mniej-
sza od diugosci witki.

DYSKUSJA

Jak wynika z przeprowadzonych badan, plemniki obu badanych
gatunkow ropuch roéznig sie szeregiem cech morfologicznych. Dotycza
one zaréwno wygladu gtowki plemnika, jak réwniez wielkosci poszcze-
gélnych jego czesci. Plemniki ropuchy zielonej — Bufo viridis Laur.
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Rye. 2. Plemniki ropuchy zielonej — Bufo viridis Laur.
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majg gtéwki wydtuzone o ostrym lub tagodnym szczycie, badz w ksztal-
cie pateczek badz ksztattu wrzecionowatego. Wsréd plemnikéw ropuchy
szarej — Bufo bufo (L.), przewazaja plemniki o gtéwkach duzych wy-
dtuzonych i ostro zakoczonych, inne majg gtéwke mniejsza, na szczycie
tukowato zagietg i zaostrzona.

Charakterystyczna cechg plemnikéw obu badanych gatunkéw jest
wystepowanie u nich gtéwek, ktoérych diugos¢ jest kilka razy wieksza
od szerokosci.

Srednia diugo$é gtéwek plemnikéw ropuchy zielonej wynosi
195 ut = 2,6. Gtowki plemnikéw ropuchy szarej sg wieksze niz ropu-

chy zielonej (ryc. 3).

Ryc. 3. Zmiennos$¢ ditugosci gtowki plemnikéw ropuchy zielonej — Bufo viri-
dis Laur. (1) i ropuchy szarej — Bufo bufo (L.) (2)

Srednia dlugosé gtéwek plemnikéw ropuchy szarej wynosi 25,5 jim
+ 3,1. Zakres zmiennosci diugosci gléwek plemnikéw obu badanych
gatunkoéw jest podobny, o czym S$wiadczy wspoOtczynnik zmiennosci (ta-
bela 1).

Terentiew (1950) podaje wielkosci gtéwek plemnikéw zaby wod-
nej — Rana esculenta (L.) i zaby trawnej — Rana temporaria (L.). Dtu-
gos¢ gtéwek plemnikéw zaby wodnej waha sie w granicach od 15 do
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20 jim, przy czym spotyka sie plemniki duze o gtéwce diugosci 31 pm.
Plemniki zaby trawnej sg o wiele wieksze, o diugosci gtowek od 51 do
60 [im.

Z poréwnania diugosci gtowek plemnikéw wyzej wymienionych
zab wynika, ze plemniki ropuch sg malymi w poréwnaniu do plemni-
kéw zaby trawnej.

Od gtéwki plemnika odchodzi witka, ktéra rozpoczyna sie od zroz-
nicowanej czesci tzw. szyjki lub wstawki. Ditugos¢ witki jest rézna u
badanych ropuch. U ropuchy zielonej S$rednia jej diugo$¢ wynosi 46,0
pm + 84. U ropuchy szarej witki plemnikdw sg znacznie dluzsze, a
ich $rednia dlugos¢ wynosi 60,1 pm =+ 118 Ws$rdod badanych plemni-
kéw ropuchy szarej przewazajg takie, ktore majg witki diuzsze niz
Sredniej dtugosci witki plemnikéw ropuchy zielonej (ryc. 4).

Charakterystyczng cecha badanych plemnikéw jest wystepowanie
na witkach btonki falujgcej. Btonka falujgca jest charakterystycznym
tworem plazmatycznym witek plemnikéw traszek (Juszczyk 1967, 1974).
Przyrasta ona u plemnikéw traszek wzdtuz witki. ,

Uczba dEMUdOV

Ryc. 4. Zmienno$¢ diugosci witki plemnikéw ropuchy zielonej — Bufo viridis
Laur. (1) i ropuchy szarej — Bufo bufo (L.) (2
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U zywych plemnikéw obu gatunkéw ropuch btonka falujgca znaj-
dowata sie w ciggtym ruchu. Witki poruszaty sie tylko nieznacznie.
Ruch plemnika nastepowat gtdwnie na skutek ruchu blonki falujacej,
chociaz u plemnikéw poruszajgcych sie z wieksza szybkoscig obserwo-
wano réwniez energiczne ruchy witek.

Wysokos¢ bitonki falujgcej jest w zasadzie proporcjonalna do dtu-
gosci witki. | tak plemniki ropuchy szarej sg dltuzsze niz ropuchy zie-
lonej, a wysokos$¢ btonki falujgcej wynosi odpowiednio 16 am + 0,3
i 14 am = 03. Z analizy przebiegu btonki falujgcej wynika, ze ok.
40% plemnikéw ropuchy zielonej posiada btonke falujgcg wzdituz catej
diugosci witki, u pozostatych zaczyna sie ona za gtéwka w odlegtosci
nie wiekszej niz 1/3 diugosci witki. U 70% plemnikéw ropuchy szarej
blonka falujgca bierze poczatek tuz za gtdéwka i biegnie wzdluz catej
diugosci witki. U pozostatych plemnikéw przebieg btonki jest nieregu-
larny.

Catkowita dtugos¢ plemnikéw ropuchy zielonej wynosi S$rednio
69,0 fim * 124 za$ plemnikéw ropuchy szarej 84,0 gm + 10,8. Prze-
cietnej diugosci plemnik ropuchy zielonej jest znacznie mniejszy od

Ryc. 5. Zmienno$¢ diugosci catkowitej plemnikéw ropuchy zielonej — Bufo vi-
ridis Laur. (1) i ropuchy szarej — Bufo bufo (L.) (2
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plemnika ropuchy szarej, majacego Srednig diugosé. Zrdznicowanie
wielkosci plemnikéw jest wieksze u ropuchy zielonej, o czym S$wiadczy
wysoki wspétczynnik zmiennosci wynoszacy 18,0%.

Z przeprowadzonej analizy poréwnawczej wynika, ze plemniki ro-
puchy zielonej sg bardziej zrdéznicowane tak pod wzgledem wielkos-
ci (ryc. 5), jak i ksztattu glowek. Sg mniejsze od plemnikéw ropuchy
szarej (ryc. 5) a ich budowa bardziej zréznicowana. Duze zrdznicowanie
plemnikéw jest by¢ moze wywotane tym, ze plemniki, ktére obserwo-
wano, pobrane byly z jader, znajdowaly sie zatem na rdéznym etapie
dojrzatosci. Niemniej jednak badano wylgcznie te plemniki, ktére nie
byty zdeformowane i wykazywaly normalng budowe, i tylko te, kto-
re sie poruszaty.
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Morphology of (s]r)ermatozoa of the common toad — Bufo bufo (L)
and the green toad — Bufo viridis Laur.

In this study of spermatozoa with the morphological standpoint collected du-
ring the breeding season from testes of green toad (Bufo viridis Laur.) and
common toad (Bufo bufo L.) were examined. It was stated that the best results
of spermatozoa staining were obtained using Delafield’s hematoxyline for WD min.
and 0.25 °/o solution of eosin for 2 min.

It was also found that spermatozoa of common toad are significantly lar-
ger their length (balanced from 65 to 25 uTt, whereas the length of spermatozoa
of green toad balanced from 48 do 98 uTt. The spermatozoa of both species of
toads have extension heads with sharply tips and they are of bacilliform or
fusiform. There is an undulation membrane on cilliums of spermatozoa which
run and height are different in both species.



