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Abstrakt

Pfedmétem této studie jsou pridatné vnéjsSi respiracni struktury larev
obratlovcl. Za ucelem mezidruhového porovnani téchto struktur byla studovana
vyvojova morfogeneze vnéjSich zaber u bichira druhu Polypterus senegalus a
axolotla druhu Ambystoma mexicanum a vyvoj vnéjSich Zabernich filament u
piskofe druhu Misgurnus fossilis. K popsani vnéjSich aspektd vyvoje poslouzily
snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu, pro sledovani vnitfni
morfologie a pochopeni tkanového kontextu, ve kterém jednotlivé respiraéni
struktury vznikaji, byly pouzity klasické histologické Fezy a kryofezy
s imunohistochemickym znaCenim. Ma data odhalila, Ze vné&jSi respiracni
struktury téchto tfi druh( jsou pokazdé formovany jinym zpusobem. Tyto ffi
zpusoby jsem popsala jako odliSné vyvojové médy jejichz vyvojova dynamika je
pokazdé tvofena odliSnou embryonalni vrstvou. Zatimco u piskofe se vnégjsi
Zaberni filamenta vyvijeji jako jednoduché protazené vybézky ektodermu, u
axolotla jsou vnéjSi Zabry generovany aktivitou mezodermu tvoficiho svaly a
mesenchymu neuralni listy, ktery da vznik rozsahlé pojivové tkani vyztuzujici
vnéjSi zabry. U bichira bylo pfekvapivé odhaleno, Ze vrstvou zodpovédnou za
rané formovani vnéjSich zaber je vtomto pfFipadé lateralné expandujici
faryngealni entoderm; tento zplsob vzniku pravdépodobné uUzce souvisi se
specifickym modem gastrulace nalezenym u bichira. Zjisténé rozdily jsou
diskutovany z hlediska odliSnosti embryonalniho vyvoje u jednotlivych druh(
(vzhledem k jejich fylogenetické vzdalenosti), tkanového kontextu v dobé vzniku
a rozdilné Casné potfeby funkénosti pfidatné respiraCni struktury. Na zavér
pfedstavuji rizné, v dnesSni dobé diskutované, koncepty homologie s cilem
vyjevit jaky typ dat je nezbytny pro konecné posouzeni homologie mnou

studovanych vnéjSich respiraCnich struktur napfi¢ skupinou Anamnia.
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Abstract

This study is focused on external respiratory structures of vertebrate
larvae. Developmental morphogenesis of the external gills of Senegal bichir
(Polypterus senegalus) and Mexican axolotl (Ambystoma mexicanum) was
examined together with development of external gill filaments of weather loach
(Misgurnus fossilis). Scanning electron microscopy was used to describe
external aspects of developmental formation of outer gill structures and classic
histology and cryosections with imunohistochemical staining helped to
understand internal morphology and developing tissue context. My data
revealed that external respiratory structures are in each species formed by
dissimilar developmental modes which can clearly be characterized by tissue-
specific formation. Whereas external gill filaments of weather loach were found
to develop as simple filamentous prolongations of outer ectoderm, in the
Mexican axolotl instead, major components of external gill formation seem to be
mesenchyme of neural crest and mesoderm origin, which differentiate into
extensive connective tissue and muscles, respectively. In the Senegal bichir,
interestingly, the lateral expansion of the pharyngeal endoderm was found to be
responsible for the early formation of the external gills and this mode of
formation is probably derived from the specific mode of bichir gastrulation.
These differences are discussed with respect to specific embryonic
development, specific tissue context and different timing and need of
functionality of particular structures of each species. Finally several concepts of
homology that are widely discussed today are introduced, to manifest what kind
of data is necessary for final assessment of homology of external respiratory

structures across lower vertebrates.
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1 Uvod

Larvy obratlovcu odjakziva pfitahovaly pozornost evolu€nich biologt, at
uz pro obrovskou diverzitu svych forem, nebo naopak fascinujici podobnost
adaptivnich struktur u fylogeneticky vzdalenych druhd. Oba tyto protichidné
trendy jednoznacné vypovidaji o tom, Ze larvalni stadia a jejich znaky jsou
samostatnou odpovédi na selekéni tlaky, které puasobi oddélené jak na
dospélce, tak pravé i na jeho larvu (Hart, 2003; Duellman & Trueb, 1986). Za
jeden z adaptivnich znakl larev, vyvinutych v reakci na podminky okolniho
prostiedi, |ze povaZovat i vnéjSi Zzabry.

Na prvni pohled nas upouta velka podobnost vnéjSich Zaber, objevujicich
se vesmés u vSech skupin obratlovcl, majicich vodni larvu. Typickymi a
nejznaméjSimi nositely vnéjSich Zaber jsou obojzivelnici (Amphibia), napadné
podobné respiracni struktury maji ale i bahnici (Dipnoi) a také skupina bichir(
(Polypteriformes) (Goodrich, 1909; Goodrich, 1958; Gegenbaur, 1878, Rauther
1937; Witzmann, 2004), patfici mezi paprskoploutvé ryby (Patterson, 1982;
Gardiner et al., 2005). Pfes znalost povrchové morfologie a zakladni stavby
hotovych, finalnich struktur (Schmalhausen,1968; Budgett, 1901; Budgett,
1901c; Kerr, 1903), se nikdy nepodafilo vnéjSi zabry pfesvédcivé homologizovat
(Witzmann, 2004). Hlavnim dudvodem je neexistence dokladu (recentnich Ci
fosilnich), které by nasvédcovaly tomu, vSechny tfi skupiny majici vnéjsi zabry,
zdédily tyto struktury od spole¢ného pfedka, ktery je mél. DalSi odliSnosti hrajici
proti teorii homologie, kdy za homologické povazujeme stejné struktury majici
stejnou funkci u rlznych organismu (sensu Owen, 1843; podle Wake, 2003),
jsou potom v poctu paru vnéjsich zaber u jednotlivych linii a zpusobu uchyceni
k zabernim obloukim.

Koncept homologie se vSak od dob svého vzniku zménil a véda dnes tuto
problematiku studuje daleko komplexnégji, kromé& homologie a konvergence
rozliSsujeme v kontinuu mezi nimi napfiklad hlubinnou homologii nebo
paralelismus (Hall, 2012; Shubin, 2009; Scotland, 2010). Ukazuje se proto, Ze
pro odhaleni evoluéni historie je nutné detailné studovat mechanismus vyvoje a

mozné geny stojici v pozadi tohoto vyvoje.



Ve své diplomové praci jsem se proto pokusila co nejdetailnéji popsat
morfogenezi raného vyvoje vnéjSich zaber u bichira druhu Polypterus
senegalus, zastupce paprskoploutvych ryb, ktery stoji jako jediny nositel
vnéjSich zaber mimo Sarcopterygni linii. Jako srovnavaci organismus byl uréen
axolotl druhu Ambystoma mexicanum, zastupujici ocasaté obojzivelniky, u
kterych pfi neotenii zlstavaji vnéjsi zabry funkéni po cely zivot.

V literatufe najdeme zminky jeSté o jedné pfidatné respiracni strukture
.external gill filaments®). Nachazi se u embryi paryb a larev paprskoploutvych
ryb a byla vZzdy odliSovana od pravych vnéjSich Zaber (Goodrich, 1909;
Goodrich, 1958). Jejich vyvoj je stejné jako u vnéjSich Zaber popsan spisSe
obecné, z vnéjSiho pohledu (Wyffels, 2009; Kryzanovskij, 1949; Kostomarova,
1991). Proto jsem si pro svou studii vybrala navic k zastupcim s vnéjSimi
Zabrami jeSté nositele vnéjSich Zabernich filament, piskofe druhu Misgurnus
fossilis.

Tato komparativni prace si klade za cil co nejdetailnéji popsat ranou
morfogenezi a histologii vnéjSich respiraénich struktur téchto tfi druhd
v kontextu faryngealni oblasti, vyjadfit se k popsanym odliSnostem a korelovat
tato data s druhové specifickymi aspekty embryonalniho vyvoje u jednotlivych
druhd. Podrobna analyza téchto dat mi nakonec umozriuje vyjadfit se k trovnim

homologie vnéjsich respiracnich struktur.



2 Shrnuti dosavadnich poznatku

Ugelem této kapitoly je podrobné seznameni se strukturou nazyvanou
vnéjsSi zabry. Jedna se o adaptaci Casnych ontogenetickych stadii niZzSich
obratlovcl (Anamnii), kterou si tyto embrya a larvy vyvinuly v odpovéd na
selekéni tlaky prostfedi s niz8i dostupnosti rozpusténého kysliku. At uz se
jedna o organ pfijmu kysliku z vody, nebo z prostfedi ve vajicku €i uvnitf matky,
je vysledna struktura vzdy velmi podobna. Vétvené i nevétvené vybézky,
vyrazejici po stranach za hlavou v oblasti branchialnich oblouku, jsou husté
prokrvené a na povrchu pokryté tenkou vrstvou epidermis.

Pfes Cetné podobnosti v8ak najdeme i mnohé rozdily a nasledujici
pfehled by mél napfi¢ fylogenetickym systémem vyjevit diverzitu struktur, které
nazyvame vnéjSimi zabrami a poukazat na podobna pfizplsobeni v liniich, kde

bychom vnéjsi zabry nehledali.

2.1 Vnéjsi zabry obojzivelnikii (Amphibia)

Obojzivelnici, jakozto skupina s asto nepfimym vyvojem, probihajicim
ve vodnim prostiedi, jsou typickymi a nejznaméjSimi obratlovci s vnéjSimi
zabrami. Vyvojové stadium nesouci vnéjSi zabry najdeme u velké vétSiny druht
ve vSech tfech evoluénich liniich. VétSina vyzkumu zamefeného na vnéjsi Zabry

byla provedena na obojzivelnicich.

2.1.1 Anura

V linii zahrnujici dnesni evoluéné vysoce specializované zastupce zZab,
se Zabry nalézaji hned ve dvou formach — Zabry vnéjsi a Zabry vnitini. V obou
pfipadech se jedna o novotvary vzniklé v evoluci de novo. Linie vedouci
k obojzivelnikim totiz Zabry, tak jak je zname od ryb, ztratila; pojem ,vnitfni“
zabry tak odkazuje pouze na spole¢nou topografii s rybimi zabrami, nikoliv na
jejich spole¢ny puvod (Rauther, 1937, Gegenbaur, 1901).

Pojmy ,vnitini“ a ,vnéjsi“ zabry mdzou byt u spousty druhl znacné
zavadeéjici. Podle nejrozSifenéji pouzivané vyvojové tabulky (kterou budu i dale

pouzivat) popsané na druhu Bufo valliceps (Gosner, 1960), totiz struktury



pozicné odpovidaji svému pojmenovani pouze ve stadiu 23-24. V dobé, kdy uz
mulzeme pozorovat zabry ,vnitini“ a zaroven cela oblast jeSté neni prekryta
operkularnim zahybem, jsou totiz ,vnitfni“ i ,vnéjSi“ Zabry jasné ven prominuijici,
a tudiz neni jasné, které jsou ty vnéjsi (Viertel & Richter, 1999). Viertel proto ve
oznaceni — doCasné a pretrvavajici Zabry. DoCasnymi zabrami nazyva strukturu
situovanou lateralné od faryngu, zakladajici se ve stadiu 18, ktera po vylihnuti
zvelké Cc&asti resorbuje (stadium 23-25) a zbytek prerusta operkularnim
zdhybem. Za pretrvavajici Zabry oznacCuje respiraCni strukturu situovanou
ventralné, ktera je jasné pozorovatelna zhruba od stadia 22 a po uzavfeni
operkularnich zahybu a resorbci doCasnych zaber slouzi larvé k dychani az do
metamorfézy. Operkulem je u Zab nazyvan pouze zahyb epidermis, ktery nema
nic spole¢ného s pravym osifikovanym operkulem u ryb (Witzmann, 2004).

Ackoliv u Zzab popisujeme dvé larvalni dychaci struktury a mame pro né
dva rlzné nazvy, maji toho mnoho spole¢ného a na jejich vyvoj se da nahlizet
jako na komplexni pfeménu jedné struktury ve druhou. Doasné zabry zacinaji
jako embryonalni epidermalni vybézky, které se postupné prodluzuji a vétvi az
do své maximalni velikosti. Béhem vyvoje doCasnych Zaber zacina vznikat
jejich ventralni vychlipka, z které pozdé&ji vzniknou pfFetrvavajici zabry. Od stadia
23 pocina regrese doCasnych zaber a jejich postupné prerustani operkularnim
zahybem, pfi némz dojde k prekryti (a tedy internalizaci) i jejich ventralni
vychlipky — pfetrvavajicich Zaber (Viertel & Richter, 1999; Schmalhausen, 1968;
E.Gerhardt, 1932; podle Duellman & Trueb, 1986). JelikoZ jsou ,vnitfni“ Zabry
Zab embryonalné odvozené od téch ,vnéjSich“ doCasnych, které vznikly v linii
obojzivelnikd de novo, nemlzou byt homologni (sensu Lankester, 1870 —
zdédéné od posledniho spole¢ného predka; podle Wake, 2003) vnitfnim
Zabram ryb (Witzmann, 2004).

Taxon Anura zahrnuje pres pét a pul tisice druhu, patficich do bezmala
Ctyficeti Celedi. A tak jako najdeme obrovskou diverzitu v morfologii adultnich
forem, i zabry jejich nedospélych stadii jsou velmi diverzifikované. Pro
obojzivelniky je puvodni pocet 3 pary doCasnych zaber (Duellman & Trueb,
1986; Wizmann, 2004), a tak to najdeme i u zab, Casto vSak dochazi
k druhotnym redukcim posteriornich parl a dokonce mohou doCasné Zabry

chybét uplné (napfiklad u Celedi Eleutherodactylidae). U druhu, kde se doCasné
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zabry vyskytuji, se tyto zakladaji vétSinou od stadia 18, ale u nékterych Zab
s pfimym vyvojem (z Celedi Hemiphractidae) muzeme dokonce doCasné zabry
pozorovat uz od stadia 15-16 (pozdni neurulace). At uz v jakémkoliv stadiu,
zakladaji se doasné Zabry jednotlivé jako polokruhovita primordia lateralné za
hlavou, odpovidajici jednotlivym obloukim faryngealniho vyztuzeni, coz jsou
v pfipadé obojzivelniki branchialni oblouky I-lll. Kazdé primordium se dale
prodluzuje a postupné vétvi az do své maximalni délky kolem stadii 20-21. Ve
stadiu 22 zacind vznikat ventralni vychlipka dofasnych Zaber (budouci
pretrvavajici zabry), ktera se vyviji dale, zatimco doCasné zabry se zaclinaji od
stadia 23 resorbovat a prekryva je postupné rostouci operkularni zahyb.
Prekryti probiha asymetricky tak, Ze nejdfive jsou piné zakryty Zabry na pravé
strané a prekryti na levé strané je dokon€eno az ve stadiu 25. Od té doby dale
funguji jako respiracni struktura (az do metamorfézy ve stadiu 45) pretrvavajici
zabry; téch se vyvijeji 4 pary u pulctd vSech zab, kromé cCeledi Pipidae a
Rhinophrynidae (Orton, 1953), a kromé zaby rodu Ascaphus (De Saint-Aubain,
1985). Ackoliv doCasnych zaber tedy mohou byt 0-3 pary, pfetrvavajicich
(pokud jsou) jsou vzdy 4 pary.

Na povrchu docasnych Zaber najdeme dvé vrstvy epidermalnich bunek -
peridermis a senzorickou vrstvu. V povrchové vrstvé mizeme najit tfi bunééné
typy — ploché dlazdicovité bunky zbrazdéné mikroklky, obrvené bunky s ciliemi
a nejméné pocetné ovalné burnky bohaté na mitochondrie (z ang. Mitochondria
Rich Cells) (Brunelli et al., 2004; Uchiyama a Yoshizawa, 1992). Pod nimi se
nachazi vrstva dermis a vnitfek je tvofen pojivovou tkani a ojedinéle burikami
faryngealniho entodermu. Viertel (Viertel, 1991) proto pro tuto oblast pouziva
pojem ekto-entodermalni pfechodna zoéna. Do vnitfku Zaber pronikaji cévy
zfejmé mezodermalniho plvodu, odvozené od jednotlivych aortalnich oblouk
(I-V1) odstupujicich  z truncus arteriosus. Neokysli€¢enou krev pfivadéji
afferentni branchialni arterie, které se vétvi v hustou sit kapilar pronikajicih do
jednotlivych filament a okysliCenou krev zpét do téla do aorty dorsalis odvadéji
efferentni branchialni arterie (Viertel & Richter, 1999; De Saint-Aubain, 1985).
Zvlastnosti cévniho zasobeni u pulci zab jsou mostni spojky, od kterych
odstupuiji kapilarni smyc¢ky do jednotlivych filament, které tak Ize uplné vyradit
z krevniho obéhu (De Saint-Aubain, 1981). Cela struktura je pak pomoci svalu

mm. constrictores branchiales pfipojena Kk ceratobranchiale prislusného
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zaberniho oblouku (Cannatella, 1999). V pfipadé tfech pard se jedna o
branchialni oblouky I-1ll, u druhd, kde se zabry redukuji, mizi nejdfive par na lll.,
a poté na Il. ceratobranchiale (Duellman & Trueb, 1986). Inervace je zajisténa
IX. (n. glossopharyngeus) a X. (n. vagus) hlavovym nervem (Schlosser a
Roth,1995).

NejrozsahlejSi a jediné vétSi srovnani vyvoje docCasnych Zaber,
pfedevSim z hlediska poctu paru, délky filament a hustoty obrvenych bunék,
provedli Nokhbatolfoghahai a Downie (Nokhbatolfoghahai & Downie, 2008). U
Celedi Bufonidae Ize vétSinou nalézt 2 pary vnéjSich Zaber s kratSimi filamenty a
stfedni hustotou obrvenych bunék. Zastupci Celedi Eleutherodactylidae maji
pFimy vyvoj a do¢asné zabry nemaiji bud' vibec, a nebo pouze ve formé malych
vyrustkd se spekulativni funkci (Thibaudeau a Altig, 1999). Respiracni funkci u
nich prebiraji jiné, husté prokrvené &asti téla. Zaby v éeledi Hemiphractidae
inkubuji vajicka na svych zadech a jejich pulci si vyvinuli specializované
doCasné Zabry. Tyto maiji zvonovity tvar a uzaviraji embryo spolu se Zloutkovym
vackem do ,extraembryonalniho® vaku, ktery se vyplni tekutinou, pfes kterou
potom probiha vyména plynu. Vak muze vznikat z jednoho paru a nebo fuzi ze
dvou part (Duellman & Trueb, 1986; Del Pino & Escobar, 1981). V Celedi
Hylidae najdeme velkou diverzitu doCasnych Zaber od kratkych malo
obrvenych, po dlouhé husté vétvené. Part najdeme vétSinou 2 az 3. V nejvétsi
Celedi Ranidae se skoro 1500 druhy maji pulci velmi diverzifikované doCasné
Zabry (Nokhbatolfoghahai & Downie, 2008).

2.1.2 Caudata

VnéjsSi Zabry jsou pro ocasaté obojzivelniky natolik charakteristicky a
kliCovy larvalni znak, Zze na nich bylo provedeno mnoho nejriznéjSich studii.
Obecné plati, ze vnéjSi zabry nalezneme u larvalnich stadii vSech ocasatych,
ktefi larvu maiji a u druhd s pfimym vyvojem je nositelem tohoto znaku embryo.
Vyhodou ocasatych pro vyzkum této problematiky je i neotenie, ktera prodluzuje
existenci nékterych larvalnich struktur. Neotenik je takovy jedinec, u kterého se
somatické a pohlavni organy vyvijeji rozdilnou rychlosti. To zpUsobi ustrnuti ve
stadiu larvy se zachovanymi larvalnimi znaky (vnéjSi Zabry, larvalni zuby,
funkéni postranni ¢ara, absence ocnich vi€ek), ale pIné vyvinutymi pohlavnimi

organy, umozfujicimi rozmnozeni (Pough et al., 2004). Neotenie mulze byt
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fakultativni i obligatorni, a i stupen do kterého pfipadné dojde metamorfoza je
pro jednotlivé druhy specificky.

Napfi€ druhy najdeme velmi diverzifikované vnéjSi zabry a bylo
dokazano, ze tento znak velmi dobfe odpovida tlakim okolniho prostfedi, ve
kterém se larva daného druhu nachazi. Na pfikladech zastupcu tfi rodd byly
posany 3 odliSné larvalni typy (Valentine & Dennis, 1964). Rod Rhyacotriton
(Rhyacotritonidae), vyvijejici se vrychlych horskych potocich s velkym
mnozstvim dostupného kysliku, ma kratké Zabry s jedinou Ffadou filament.
Druhy typ zastoupeny rodem Gyrinophilus (Plethodontidae) se vyviji
v proudicich vodach fek a ma delSi vnéjsi zabry s jiz dvéma Fadami filament.
Treti typ zastupuje rod Ambystoma (Ambystomatidae), jehoz larva se vyviji ve
stojatych vodach s malou dostupnosti kysliku a jeji vnéjsSi Zabry jsou krovitého
vzhledu s velkym pocétem filament ve dvou fadach i mezi nimi. Toto srovnani
ukazuje, Zze vnéjSi zabry, jakozto epidermalni struktura s pfimym kontaktem
s vnéjSim prostifedim, jsou znak evoluéné velmi plasticky a jejich evoluce je
napfi¢ fylogenetickymi liniemi tazena pravé ekologickymi naroky (Valentine &
Dennis, 1964). VnéjSi zabry jsou ale plastickym znakem i v ramci jednoho
druhu, nebo dokonce jednoho jedince, jak dokazuje série pokusl provedena na
druzich Ambystoma jeffersonianum, A. opacum a Salamandra maculosa (Bond,
1960) a studie na Necturus maculosus (Guimond & Hutchison, 1976; podle
Witzmann, 2004). Larvy vystavené zméné v koncentraci kysliku byly uz po
tydnu schopné reagovat zménou velikosti vnéjSich Zaber, poctu filament a tvaru
bunék.

Obecné nalezneme vnéjSi zabry u ocasatych obojzivelnikd vzdy v poctu
tfi pard, pfipojujicich se na ceratobranchialia I.-1ll. branchialniho oblouku
(Duellman a Trueb, 1986; Witzmann, 2004). Z jednotlivych zakladu zacnou
vyrustat jednotlivé hlavni stonky, na kterych se postupné objevuji dvé fady
filament, alternativné mohou byt pfidany jesté tfeti a Ctvrta fada. Délky filament
jsou druh od druhu rizné (Witzmann, 2004). V povrchové vrstvé nachazime
stejné jako u Zab tfi bunééné typy — ploché buriky, obrvené bunky a bunky
s vysokym pocétem mitochondrii (Lewinson et al., 1987). Specifikem cévniho
zasobeni vnéjSich zaber u ocasatych obojzivelnik(l je absence V. aortalniho
oblouku (lll. branchialni aortalni oblouk) u nékterych druhd (napf. Siren

lacertina, Necturus maculosus — Darnell, 1949). Jeho funkci zasobeni tfetiho
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paru vnéjSich zaber (plvodni stav se Ctyfmi aortalnimi oblouky je zachovan
napfr. u Ambystoma mexicanum — De Saint-Aubain, 1985; Malvin, 1983; podle
De Saint-Aubain, 1985), potom pfebira VI. aortalni oblouk, od kterého zarovern
odstupuje i budouci plicni tepna. Stavba branchialnich aortalnich oblouku je
stejna jako u Zab, stim rozdilem, Ze mostni spojky zde najdeme na bazi
hlavniho stonku vnéjSich zaber a dalSi distalnégji (spojuji afferentni a efferentni
br. arterii) a ne pfi odstupu kapilar do jednotlivych filament (De Saint-Aubain,
1985; Darnell, 1949). Tyto mostni spojky hraji dulezitou roli pfi metamorféze,
kdy odfiznuti vnéjSich Zaber od cévniho zasobeni vede k jejich regresi. Hlavni
stonek je k posteriornimu okraji pfislusného ceratobranchiale pfipevnén pomoci
svall mm. depressores branchiarum a khornimu konci ceratobranchiale
pomoci mm. retractores branchiarum (Schmalhausen, 1968). Tyto svaly
dohromady umoZznuji celou strukturou hybat, a tak zajiStovat dostatecné
mnozstvi Kysliku pro respiraci (vlastni pozorovani).

Pfrehled taxonl s popisem jejich vnéjSich Zzaber zde neuvadim, protoze
vzhledem ke znaéné plasticité daného znaku nekoreluje strukturni podobnost a

stupen vyvinutosti vnéjSich zaber s fylogenetickou pfibuznosti danych druhu.

2.1.3 Gymnophiona

Nositelem vnéjSich zaber jsou u Cervorll embrya (Duellman & Trueb,
1986); u larvalnich stadii tyto dychaci struktury bézné nepfetrvavaji, avsak
Wake pozoroval rudimenty vnéjSich zaber u larev druhl Epicrinops petersi a E.
bicolor (Wake, 1969). Bohuzel jsou Cervofi z obojzivelnikl Uplné nejméné
prostudovanou skupinou a pro jejich embrya to plati dvojnasob. Z toho co je
znamo, ale vyplyva, Ze i u nich nalezneme 3 pary vnéjSich Zaber, tak jak je
typické pro obojzivelniky.

Vyvoj vnéjSich zZaber byl detailnéji popsan na Ichthyophis kohtaoensis
z Celedi Ichthyophiidae (Dunker et al., 2000). Prvni naznaky ve fromé zdufenin
po stranach hlavy, odpovidajicich ceratobranchialiim I.-lll., mizeme pozorovat
v autory popsaném stadiu 21 (konec neurulace), jsou zatim bez filament a
zaberni Stérbiny mezi nimi zUstavaji neperforované. Nasledné se na prvnim a
druhém paru vytvofi zaklady budoucich filament. Na tfetim paru jsou zaklady
filament viditelné aZz v dobé, kdy uz jsou v8echny hlavni vétve znacné

prodlouzené. V dobé maximalniho vyvoje je viditelny rozdil v délce jednotlivych
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paru — druhy je delSi nez prvni a tfeti muze dosahovat dokonce dvojnasobné
délky prvniho a ma daleko vétsi pocet filament. V dobé, kdy nastava lihnuti uz
je posteriorni (pfedtim nejdelSi) par zatazen do dutiny Zaberniho vacku a
resorbovan. Zbylé dva pary potom larva strhne pfi své cesté ze souSe do vody.

Rozdilné se vyvijeji vnéjSi zabry druhu Gymnophis multiplicata proxima.
NejdelSim parem zde neni tfeti, ale druhy par vnéjSich Zaber. Prostfedni par se
pfitom zacina vyvijet az v dobé, kdy uz anteriorni a posteriorni pary dosahuji
poloviny své budouci maximalni délky, a poté pokracuje, az dokud nedosahne
dvojnasobné velikosti zbylych dvou pard (Wake, 1969). Spusténi rastu
prostfedniho paru mize korelovat se zvySenymi naroky embrya na kyslik po
vyklouznuti z vitelinni membrany.

Podobny vyvoj vnéjSich Zaber je popsan jesté pro druhy Ichthyophis
glutinosus (Sarasin & Sarasin, 1887-1890; podle Wake, 1969) a Hypogeophis
rostratus (Brauer, 1899; podle Wake, 1969).

U Zivorodé Celedi Typhlonectidae maji embrya pouze jeden vakovity par
vnéjSich zaber, ktery je omotan kolem celého téla. Tyto Zabry jsou bohaté
vaskularizované a v jejich epitelu najdeme mnoho specializovanych bunék, coz
poukazuje na moznou materno-fetalni komunikaci a vyménu latek (Hraoui-
Bloquet & Exbrayat, 1994). Z 12 druh( této Celedi je embryo popsano pro 5;
pritomnost takto specializovanych zaber se pro né zda byt typicka (Wilkinson &
Nussbaum, 1997).

2.2 Vnéjsi zabry dvojdysnych ryb (Dipnoi)

Bahnici patfi do linie Sarcopterygii, vedouci k dneSnim tetrapodium.
Evoluéné je to tedy skupina nejpfibuznéjsi spoleénému predku dnesnich
obojzivelnika, a i larvy jejich sou€asnych zastupcl maji, stejné jako
obojzivelnici, vnéjSi zabry. Do dneSni doby se =zachovaly tfi oddélené
sladkovodni rody bahnikl, kazdy Zzijici na jiném kontinenté. Je dulezité si
uvédomit, ze dnesni skupiny bahnikl jsou vysoce specializované a tézko
usuzovat, jak moc jsou odvozené od puvodniho plesiomorfniho stavu pro
devonské bahniky (Burggren & Johansen, 1986), a jestli tedy podobnost
vnéjSich zaber bahnikl s vnéjSimi zabrami obojzivelnikl odrazi jejich

fylogenetickou pfibuznost nebo se jedna o adaptaci na shodné podminky.
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2.21 Lepidosireniformes

Tento fad sdruzuje africké a jihoamerické bahniky. V Africe se vyskytuje
rod Protopterus a v Jizni Americe je to rod Lepidosiren. Jedna se
pravdépodobné o velmi odvozenou skupinu, s nejpokrocilejSimi adaptacemi na
dychani vzdudného kysliku. Dospélci maji dokonale vyvinuté plicni vaky a jejich
vnitini Zzabry jsou velmi redukované (Burggren & Johansen, 1986). Pravé
redukce pravych ,rybich“ Zaber a jeSté nefungujici plicni dychani mize byt
davodem, pro¢ si larvy téchto bahnikd vyvinuly vnéjsi zabry.

Detailni vyvoj jihoamerického bahnika Lepidosiren paradoxa popsal ve
své praci Kerr (Kerr, 1900). V dobé po zfuzovani neuralnich vall (asi 4 dny pred
vylihnutim), jsou prvni vyrazngjSi strukturou na embryu Cctyfi vyristky,
odpovidajici ¢tyfem budoucim vétvim vnéjSich zaber situovanym na
branchialnich obloucich |.-IV. Napojené jsou stejné jako u obojzivelniki na
ceratobranchialia (Witzmann, 2004). VyrUstky se dale prodluzuji a se stale jesté
holymi vybézky dochazi k lihnuti. Prvni naznaky zpefeni hlavnich stonku
pozorujeme 3 dny po vylihnuti (velmi zavisi na teploté, pfi které vyvoj probiha).
S postupnym prodluzovanim vznikne spole¢ny zaklad vSech &tyr vétvi a toto
prodluzovani trva az do 30. dne od vylihnuti (Kerr, 1900). V dobé svého
maximalniho vyvoje maji vnéjSi zabry Cervenou barvu zpusobenou absenci
pigmentovych bunék a prokrvenim a larva s nimi aktivné poSkubava.
K metamorféze dochazi v Sesti tydnech a dojde pfi ni mimo jiné i k zamezeni
krevni cirkulace ve vnéjSich Zzabrach, jejich nekrotizaci a odpadnuti.

Larvalni vyvoj afrického bahnika Protopterus annectens detailné popisuje
ve své praci Budgett (Budgett, 1901b). Vyvoj vnéjSich zaber je u obou bahniku
velmi podobny, i Protopterus ma C&tyfi pary. V dobé lihnuti ma vnéjsi Zzabry vice
vyvinuté a jednotlivé stonky jsou separované po delSi dobu, nez je tomu u
jihnoamerického bahnika. Prvni znamky vnéjSich Zzaber pozorujeme ve stadiu 18
podle Kerra (Kerr, 1909), a stejné jako u jihoamerického bahnika rodu
Lepidosiren, nejsou vnéjSi zabry Protoptera pfed vylihnutim vétvené. Prvni
zpefeni primarnich stonk( vnéjSich zaber je pozorovatelné az ve stadiu 28
nasledujicim po vylihnuti a maximalniho vyvoje dosahuji vnéjsSi zabry kolem
stadia 32. Jednotlivé pary zaber odpovidaji ceratobranchialiim I.-IV., ale v dobé

maximalniho vyvoje dochazi k rotaci spole¢ného zakladu, ¢imz se anteriorni par
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stane ventralnim a posteriorni nejdorzalngjsim (Budgett, 1901b). V dobé kdy
larvy opoustéji hnizdo, ztraceji prvni par zaber a zbylé tfi se zacinaji redukovat.
Kolem sedmi tydnu stafi jsou z vnéjSku zabry redukované uplné, posteriorni tfi
pary vSak zustavaji zachovany, ve formé rudimentd normalné prokrvenych
odbockami od aortalnich oblouku, po cely zivot (Goodrich, 1958). To naznacuje
moznou neotenii Protoptera (Schmalhausen, 1968).

Prokrveni vnéjSich Zaber zajistuji aortalni oblouky, které jsou v8ak u
bahnik( utvarené odliSné nez u tetrapod. Prokrveni zajistuji oblouky Ill.-VI. a lll.
a V. oblouk (prokrvujici prvni a druhy par vnéjSich Zaber) probihaji kontinualné
— pfechazeji z afferentni branchialni arterie plynule do efferentni br. arterie. V. a
VI. oblouk je vSak u Protoptera diskontinualni a najdeme zde dvé efferentni br.

arterie leZici po stranach jedné afferentni (Goodrich, 1958; Laurent et al., 1978).

2.2.2 Ceratodontiformes

Australské bahniky zastupuje rod Neoceratodus. Na rozdil od prvni
skupiny bahnik( v8ak u nich vnéjSi zabry nenajdeme a uvadim je zde jen pro
uplnost a pro shrnuti rozdil, které mohou byt diivodem, pro¢ jejich larva vnéjsi
Zabry nema.

Narozdil od Lepidosireniformes maji australSti bahnici velmi dobfe
vyvinuté vnitfni Zabry a obecné jsou povazovani za méné odvozenou skupinu
(Burggren & Johansen, 1986), vice podobnou jejich fosilnim predkim
obyvajicim mofské prostfedi. Maji pomérné velké osifikované operculare, které
jim v mozném vyvoji vnéjSich zaber mulze branit (Bemis, 1986), stejné jako
mohla tato kost spolu se suboperculare (Campbell a Barwick, 1986) branit ve
vzniku vnéjSim zabram u fosilnich devonskych bahnikd Uranolopa a
Speonesydriona (Witzmann, 2004). U Neoceratoda jsou diskontinualni
branchialni aortalni oblouky IIl.-VI. (maji dvé efferentni arterie), coz je
povazovano za plesiomorfni stav (Goodrich, 1958).

Vnéjsi zabry nejsou pravdépodobné u bahnikd pavodni a vznikly az
druhotné v nedavné dobé, v odvozené linii Lepidosireniformes (Witzmann,
2004).
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2.3 Vnéjsi zabry bichirl (Polypteriformes)

Kromé Sarcopterygni linie najdeme vnéjSi zabry i v linii Actiniopterygii a
to u bichird. Dlouhou dobu bylo zafazeni do vysSich taxonomickych celkl u
bichird nejasné kvuli kombinaci jedine€nych morfologickych znaku. Historicky
byli fazeni mezi Sarcopterygii (Huxley, 1861; podle Patterson, 1982), nebo jako
sesterska skupina Actinopterygii a Sarcopterygii uvnitf skupiny Teleostomi, a
dnes je fadime na bazi Actinopterygii (Patterson, 1982; Inoue et al., 2003;
Gardiner et al., 2005).

Mezi unikatni znaky bichirG patfi i vnéjSi zabry jejich larev a v linii
paprskoploutvych ryb, které maji jinak prefektné vyvinuté vnitini Zabry, je to
struktura naprosto ojedinéla. Jako prvni popsal detailné embryonalni vyvoj
druhu Polypterus senegalus Kerr, podle materialu dovezeného Budgettem
(Kerr, 1903). Vyvojova tabulka pak byla nékolikrat pfepracovana s vétSim
dlrazem na vyvoj vnéjSich zaber (P. senegalus - Bartsch et al.,, 1997; P.
senegalus a P. ornatipinnis - Diedhiou & Bartch, 2009; P. senegalus - Kral ovic,
nepublikovana data).

Zaklady budouciho jediného paru vnéjSich zaber by mély byt
pozorovatelné uz ve stadiu 20, odpovidajicimu fazi neurulace s jesté
nepfilozenymi neuralnimi valy (Diedhiou & Bartch, 2009). Dle mych vlastnich
pozorovani jsou v8ak zdufeniny po stranach hlavy v hyoidni oblasti rozliSitelné
az ve stadiu 23. Ve stadiu 24 nabyvaji eliptického tvaru a jsou orientované
nasikmo, s anteriornim koncem ventralnégji, nez je konec posteriorni. Ve stadiu
27 se zaCne pupen ryhovat a najdeme na ném ftfi vybézky, které se dale
zmnozuji a predstavuji primarni vétveni hlavniho jediného stonku. Larva se
lihne ve stadiu 28 a ve stadiu 30 mUzeme pozorovat krevni cirkulaci uvnitf
Zaber. Ve stadiu 31 se objevuji zaklady sekundarniho vétveni na vSech
filamentech primarniho vétveni a tato sekundarni filamenta se postupné
prodluzuji a zmnoZzuji. Vnéjsi Zabry jsou jedina dychaci struktura v embryonalni
i postembryonalni fazi vyvoje bichira, a proto jsou funk&ni velmi brzy. Regrese
je u rtiznych druhu ¢asové variabilni a neni vyjimkou, Ze vnéjsi zabry pretrvavaji
u larev starych 2 mésice (Bartsch et al., 1997).

Na vnéjSich Zabrach bichira je zajimavé mimo jiné uz pfipojeni pomoci

svali na hyoidni oblouk a prokrveni hyoidnim aortalnim obloukem
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(Budgett, 1901), coz je odliSuje od vnéjSich zaber v Sarcopterygni linii, kde jsou
tyto asociovany vzdy s branchialnimi oblouky. Divodem vyvoje vnéjSich zaber
na hyoidnim obluku misto na obloucich branchialnich by teoreticky mohla byt
pritomnost masivniho osifikovaného opercula (kost os operculare), které muze
vnéjsSim Zabram branit ve vyvoji na branchialnich obloucich uz b&éhem ranych
stadii (Rauther, 1947). Nékolik autorl uvadi, ze by hlavni stonek vnéjsSich zaber
mél byt vyztuZzen chrupav€iym paprskem (Witzmann, 2004; Moy-Thomas, 1933;
Budgett, 1901c), nikdo se vSak nepokusil tento element blize popsat a

identifikovat a jeho existence tak zlstava otazkou.

wvEwv s

e

Vnéjsi filamenta paryb se na prvni pohled velmi podobaji vnéjSim Zzabram
vySe zminénych skupin, jsou vSak povazovana za rozdilnou strukturu, a proto
byla nazvana vnéjSimi Zabernimi filamenty (Goodrich, 1909; Goodrich, 1958).
Tento znak je u paryb povazovan za plesiomorfni (Wyffels, 2009) a najdeme ho
jak u druhd s riznym modem zivorodosti (Basten et al., 2011; Hamlett, 1985),
tak u vejcorodych (Pelster & Bemis, 1992; Rodda & Seymour, 2008; Didier et
al., 1998; Ballard et al., 1993).

Filamenta se objevuji Casné v embryonalnim vyvoji jako dlouhé,
filamentarni vybézky ranych vnitfnich zabernich lamel. Tato filamenta vybihaiji
vzdy z posteriornich hemibranchii (Goodrich, 1958; Basten et al., 2011), Wyffels
vSak uvadi, ze filamenta vybihaji z oblasti branchialnich obloukl jesté predtim,
nez se vyvijeji vnitfni Zabry a slouzi k pokryti respiracnich narokl pravé béhem
nefunk&nosti vnitfnich Zaber (Wyffels, 2009). Do kazdého filamenta vybiha
kapilarni smycka, probihajici z afferentni do efferentni branchialni arterie
(Goodrich, 1958) a na povrchu se nachazi dvouvrstevny plochy epitel (Kryvi,
1967; podle Wyffels, 2009). U zivorodych druh( mohou filamenta kromé
dychani slouzit i k absorbci Zivin (Goodrich, 1958; Rodda & Seymour, 2008).
Mozna je i osmoregulacni funkce, kdy epitel Zabernich filament pomaha
zadrzovat mocovinu, dokud si embryo nezaCne plné fFidit osmoregulaci
(Kormanik, 1993). Filamenta jsou vzdy plIné resorbovana pfed vylihnutim, nebo

narozenim (podle zpusobu reprodukce daného druhu).
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U prostudovanych druhl (Raja erinacea, Callorhinchus milii,
Heterodontus portusjacksoni a Scyliorhinus canicula) se prvni filamenta béhem
embryonalniho vyvoje zakladaji na hyoidnim oblouku a dale postupné kranio-
kaudalné na vSech branchialnich obloucich u druhG R. erinacea (Pelster &
Bemis, 1992), C. milii (Didier et al., 1998) a H. portusjacksoni (Rodda &
Seymour, 2008), a nebo na branchialnich obloucich I.-lll. a nasledné soubézné

na mandibularnim oblouku a na IV. branchialnim u S. canicula (Ballard et al.,

v,

viev s

znamo, u prostudovanych druhd se vSak vzhled, vyvoj a naCasovani zdaji
konzistenti (Wyffels, 2009).

(Actinopterygii)

Paprskoploutvé ryby dychaji stejné jako paryby pomoci pravych Zaber,
strukturu larvalniho dychani, ackoliv vyskyt téchto filament neni tak hojny, jako
je tomu u paryb. Obecné je najdeme u vSech druhu ryb, které maiji v larvalnim
stadiu problémy s dostupnosti kysliku - Acipenseridae, Cobitidae,
Osteoglossiformes, Clariidae (dle RNDr. B. Drozda).
baeri (Gisbert, 1999). Zaklady zabernich filament pozorovatelné pod operkulem
zhruba 1-2 dny po vylihnuti se dale b&éhem prelarvalni faze zvétSuji a dosahuji
své maximalni funkce a velikosti. Na zacatku larvaini faze jsou uz filamenta
opét pIné prekryta operkulem.

Daleko vyznamnéjSi strukturou jsou vngjSi Zaberni filamenta u
sekavcovitych ryb (Cobitidae) a existuje nékolik vyvojovych tabulek popisujicich
rany vyvoj druhG ztéto Celedi — Misgurnus fossilis (Kryzanovskij, 1949;
Kostomarova, 1991; Grieb, 1937), Misgurnus anguillicaudatus (Fujimoto et al.,
2006), Cobitis taenia (Kryzanovskij, 1949) a Cobitis takatsuensis (Shimizu et al.,
1998).
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Nejlépe posany je vyvoj pro druh M. fossilis a pro Celed Cobitidae je
typicky. Pfi teploté 21,5°C se zaklady prvnich dvou paru objevuji té€sné po
vylihnuti ve stadiu 38 (stafi 1 den) (Kostomarova, 1991), pokud k vyvoji dochazi
za nizSich teplot (16-20 °C), dochazi ke kuleni az ve stafi 4 dny a 6 hodin a
zaklady nitovitych Zaber se objevuji pfi stafi 4 dny a 23 hodin (KryZanovskij,
1949). Nasledné se zaklada treti par a je patrny intenzvni pratok krve dokazujici
filamenta ve stadiu 40 (Kostomarova, 1991) nebo ve stafi 10 dni (pfi teploté
vody 18-22 °C) (Kryzanovskij, 1949). Poté dochazi k pfebirani dychaci funkce
segmentalnimi cévami v neparovém ploutevnim lemu a ke zkracovani vnéjSich
Zabernich filament (Kostomarova, 1991; KryZzanovskij, 1949).
druhy Heterotis niloticus (Budgett, 1901b; Hermens et al, 2007) a Gymnarchus
niloticus (Assheton, 1907). U druhu H. niloticus se filamenta objevuji 6 hodin po
vylihnuti na prvnich tfech branchialnich obloucich a posléze i na IV.
branchialnim oblouku. Po uplynuti 72 hodin od vylihnuti zacinaji filamenta
resorbovat, nebo mohou byt odlomena. Nakonec je cela Zaberni oblast prekryta
operkularnim zahybem. Autofi uvadéji, ze pavod vnéjSich zabernich filament
druhu H. niloticus je entodermalni a narozdil od vnéjSich Zabernich filament
paryb maiji pouze respiracni funkci (Hermens et al., 2007). Entodermalni ptvod
filament, ktera jsou vlastné prodlouzenymi vybezZky pravych vnitfnich Zaber, je
ale vrozporu s teorii ektodermalniho plvodu vnitfnich Zaber u celistnatct
(zabry entodermalniho pivodu by méli mit pouze bezcelistnati) (Gaisler & Zima,
a vyrustaji z anteriorni i posteriorni vnéjsi hrany Zzabernich obloukd I.-1V.
Filamenta, ktera jsou vzdy nevétvena, jsou tvofena afferentni a efferentni
kapilarni smyckou a pokryva je vrstva ektodermu. Assheton (Assheton, 1907)
uvadi, ze i posléze pretrvavajici vnitfni zabry jsou ektodermalniho puvodu.
Narozdil od pfedchoziho druhu, pfetrvavaji u G. niloticus vné&jsi filamenta delSi

dobu (Ize je pozorovat jesté u jedincl stafi 16 dni).
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3 Material a metody

3.1 Embrya

Embryonalni material druhu Polypterus senegalus byl ziskan z chovl
p.Tichého v Kravafich u Opavy. Albinoticka embrya a larvy druhu Ambystoma
mexicanum pochazela z chovl Vladimira Soukupa z Katedry zoologie na PfF
UK. Pfislusna stadia embryi a larev druhu Misgurnus fossilis ochotné dochoval
a poskytl RNDr. B. Drozd z Fakulty rybarstvi a ochrany vod JihoCeské univerzity
v Ceskych Budé&jovicich, za coZ bych mu na tomto misté chtéla podékovat. Ziva
embrya byla podle potfeby dochovana v laboratornich podminkach do
pfislusného stadia a po anestetizaci roztokem MS-222 (Serva) fixovana v 4%
roztoku PFA (paraformaldehyd) a dale skladovana ve 4 °C.

Pro urleni stadii bichira (P. senegalus) byla pouzita stadiovaci tabulka
zroku 2009 (Diedhiou & Bartch, 2009). Stafi embryi a larev axolotla (A.
mexicanum) bylo uréeno podle tabulky zroku 1989 (Bordzilovskaya et al.,
1989), pro piskofe (M. fossilis) byla pouzita tabulka podle Kostomarové

(Kostomarova, 1991).

3.2 Skenovaci elektronova mikroskopie

Embrya a larvy pro skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) byla po
poCateCni fixaci v PFA dale postfixovana po dobu nejméné 24 hodin
v Karnovského fixativu (2% roztok glutaraldehydu v PFA). Déle postupné
vzestupnou ethanolovou fadou odvodnéna a pfevedena do Cistého ethanolu. U
druhu A. mexicanum nasledovalo dale jesté pfevedeni do 100% acetonu. Takto
upravené vzorky byly poté v Laboratofi elektronové mikroskopie PFF UK
vysuSeny metodou CPD (Crytical Point Drying — suSeni pomoci kritického bodu
CO;) pomoci aparatury Bal-Tec CPD 030. Po pfeneseni na molybdenové
terCiky opatfené oboustranou lepici plochou, byly vzorky pozlaceny v aparatufe
Bal-Tec SCD 050 a pozorovany pod skenovacim elektronovym mikroskopem
JEOL 6380 LV.
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3.3 Histologické fezy

Vzorky pro Kklasickou histologii byly zfixaze plynule pfrevedeny
vzestupnou alkoholovou fadou do Cistého ethanolu. Dale podle navodu zality do
umélé pryskyrice JB-4 (Polyscience), ktera bez pfistupu vzduchu polymeruje do
pevné formy. V pfipadé nevhodné orientace embrya &i larvy byl vzorek vhodné
sefiznut a prezalit opét JB-4 do nového blocku. BloCky byly poté nafezany na
mikrotomu Leica CM 3050S na fezy tloustky 5-9um. Po vysuseni byly fezy na
podloznim skli¢ku nabarveny Azure-B/Eosinem (Serva), prekryty krycimi slicky
nalepenymi pomoci pryskyfice DPX (Fluka) a po zatvrdnuti pozorovany pod
svételnym mikroskopem Olympus BX 51. Autorem nékterych fez( druhu A.

mexicanum je R. Cerny.

3.4 Kryostatové rezy a imunohistochemické barveni

Vzorky urCené pro Fezani na kryostatu byly nejdfive promyty po dobu
3x10 minut v PBS, aby se vyplavila vSechna fixaz (PFA). Poté byly vzorky
postupné prosycovany 7,5% a 15% roztokem cukrézy v PBS a to vzdy po dobu
2 hodin pfi teploté 4 °C, a dale roztoky se stoupajici koncentraci Zelatiny (7,5%,
15% a 20%) v 15% cukréze vzdy po dobu 8 hodin pfi 37 °C. Takto pfipravené
vzorky byly zality do komlrek na silikonovou desticku (Polyscience) a
naorientovany pro potfeby dalSiho fezani. Po zmrazeni v komofe kryostatu
Leica CM 3050S na -25°C byly bloCky pfipevnény na upevhovaci terCiky
pomoci Tissue Freezing Media (Jung) a krajeny na fezy tloustky 6-7um. Sklicka
s fezy byla pfed dalSim zpracovanim skladovana ve 4 °C pfi vysoké vzdusné
vlhkosti zabrariujici vysychani.

Pfed vlastnim imunohistochemickym barvenim bylo nutno fezy nejdfive
odZelatinizovat kratkym ponofenim do odZelatinizovavaciho roztoku (3%
Zelatina v 38% ethanolu) roztopeného na 37 °C a naslednym oplachnutim
v destilované vodé. Po oschnuti pfi pokojoveé teploté byla sklicka oSetfena 1%
roztokem BSA (Bovine Serum Albumin) a nanesena primarni protilatka
fibronektin (rabbit anti-human, Dako) a na nékteré fezy i 12/101 (protilatka proti
myosinu, mouse anti-newt, Developmental studies Hybridoma Bank) v poméru
fedéni 1:100 (fibronektin) a 1:200 (12/101). Sklicka s primarni protilatkou byla

uloZzena prfes noc v plastovém boxu s vysokou vzduSnou vihkosti do 4 °C. Po
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uplynuti dané doby byla odlita primarni protilatka a po okamzitém oplachnuti
PBS byly pfebytky vyplachnuty PBS 3x po 10 minutach. Jako sekundarni
protilatka byla pouzita goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Invitrogen, fedéni
1:500), v pfipadé fibronektinu, a goat anti-mouse Alexa Fluor 594, v pfipadé
12/101 (Invitrogen, fedéni 1:200). Tyto sekundarni protlatky umoznuji
vizualizaci navazané primarni protilatky pomoci barevné odliSené fluorescence.
Sklicka se sekundarni protilatkou byla pfes noc opét uloZena v plastovém boxu
s vysokou vzdusnou vihkosti ve 4 °C. Pfebyte¢na protilatka byla nasledujici den
proplachnuta pomoci PBS 3x 10 minut a skli¢ka s nabarvenymi fezy byla zalita
Vectashieldem s DAPI (Vector, umoZriuje vizualizaci bunéénych jader pomoci
fluorescen€iho znaeni DNA znackou DAPI) a pfikryta krycimi sklicky.
Skladovano ve 4 °C. Rezy byly poté pozorovany pod mikroskopem Olympus BX
51.

3.5 Projasnéné preparaty celych jedincu

Preparaty starSich larev druhu P. senegalus, nabarvené kombinaci
histologickych barev Alcian Blue 8 GX (Sigma) a Alizarin Red S (Sigma) a
nasledné projasnéné, zhotovil M. Kral'ovi€. Alcianova modra se vaze na
glykoproteiny obsazené v extracelularni matrix chrupavek a zpUsobuje jejich
modra zabarveni. Alizarinova &ervena naproti tomu barvi vapenaté ionty
obsaZené v extracelularni matrix a znaci tak mineralizované tkané, jako jsou
zuby a kosti. Toto dvojité barveni umoznuje Iépe chapat vzajemné postaveni a
detekci vSech elementd podpurné soustavy. Po odstranéni prebyteCnych tkani
a prosvétleni byly vzorky pfevedeny do 100% glycerolu a skladovany ve 4 °C.
Podrobny postup barveni a nasledného projasfiovani lze nalézt v praci M.
Kral'ovi€e (Kral'ovi¢, 2009). Pozorovano pomoci stereolupy Olympus SZX12

s digitalni kamerou Olympus DP70.

3.6 Znaceni populace bunék neuralni listy

Pro pozorovani bunék neuralni listy u A. mexicanus byla pouZita embrya
se znacenou populaci bunék neuralni listy. Principem znaceni je transplantace
neuralnich valu z transgennich GFP mutantd (exprimujicich v kazdé burice téla

zeleny fluorescencni protein) na albinotické jedince. Takto upraveni jedinci se
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nechaji vyvinout do pozadovaného stadia a poté Ize pozorovat prispévek
neuralni liSty do vyslednych tkani na kryostatovych fezech pod fluorescenénim
mikroskopem. Vlastni transplantace a nasledné zpracovani vzorkl provedia L.
Klou¢kova. Podrobné postupy Ize nalézt v jeji diplomové praci (Klouckova,
2011).

3.7 Zpracovani dat

Obrazky z fluorescenéniho mikroskopu byly skladany do vicebarevné
podoby v programu Spot Advanced (Diagnostic Instruments). Finalni upravy
jednotlivych obrazkl a skladani vyslednych tabuli bylo provadéno v programu
Adobe Photoshop CS4. Schéma z Obrazku ¢. 7 bylo vytvofeno pomoci

programu Corel Draw.
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4 Seznam pouzitych zkratek

1 - Zzaberni $térbina mezi hyoidnim a I. branchialnim obloukem
2 - Zaberni §té&rbina mezi I. a Il. branchialnim obloukem
3 - zaberni §térbina mezi Il. a lll. branchialnim obloukem
4 - Zaberni $térbina mezi lll. a IV. branchialnim obloukem
5 - Zaberni $térbina mezi IV. a V. branchialnim obloukem
B1 - I. branchialni oblouk

B2 - II. branchialni oblouk

B3 - llI. branchialni oblouk

B4 - IV. branchialni oblouk

ba - branchialni arterie

cb - ceratobranchiale (poziéné neuréené)

cb1 - ceratobranchiale I.

cb2 - ceratobranchiale II.

cb3 - ceratobranchiale III.

ekt - ektodermalni povrchovy epitel

ent - entodermalni epitel faryngu

f - farynx

G1 - prvni vné&;jsi zabra
G2 - druha vnégjsi zabra
G3 - tieti vnéjsi zabra
H - hyoidni oblouk

ha - hyoidni arterie
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hm - hyomandibula

ch - ceratohyale

ks - kapilarni smycka

m - mozek

mes - mesenchym

mez - mezoderm

N - notochord

NC - populace bunék neuralni listy
O - operkularni kozni zahyb
ot - oticka kapsule

OV - operkularni vybézek
pf - primarni filamentum

P4 - palatoquadratum

PS - primarni stonek vnéjSich Zzaber

sf - sekundarni filamentum

spf - sval jdouci do primarniho filamenta

Sr - srdce
SS - somitické svalstvo

SV - sval jdouci do vnéjsich zaber
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5 Vysledky

5.1 Polypterus senegalus

Bichir nese velké mnozstvi unikatnich, vysoce specializovanych, ale i
mnoho velmi starobylych znaku, a tato kombinace byla odjakziva divodem jeho
nejasného postaveni na fylogenetickém stromé. Poté, co mu konecné byla
pfisouzena pozice na bazi paprskoploutvych ryb, zacCala byt pfitomnost
takového znaku, jako jsou vnéjSi zabry podobné vnéjSim zabram obojzivelniku,
pfinejmensim prekvapiva. Proto jsem se ve své diplomové praci zaméfila pravé
na vngjSi Zabry bichira a jejich srovnani s vnéjSimi Zabrami ostatnich

fylogeneticky vzdalenych skupin.

5.1.1 Vnéjsi morfologie (SEM)

Obrazky ze skenovaciho elektronového mikroskopu byly pofizeny
s cilem co nejdetailnéji popsat vnéjSi morfogenezi a vzhled vnéjSich Zaber
bichira tak, aby vysledky umoznily vnéjSi zabry komparovat s ostatnimi druhy.
Toto srovnani, at uz vyslednych struktur nebo jednotlivych fazi vyvoje, je
bezpodminecné nutné, pokud se chceme zabyvat otadzkami vzajemné
homologie vnéjSich Zaber.

Vnéjsi zabry se u bichira zakladaji po stranach hlavy v oblasti za budouci
spirakularni Stérbinou (Stérbina prolamujici se mezi mandibularnim a hyoidnim
obloukem) velmi brzy v rané ontogenezi. Ve stadiu 23, nasledujicim ihned po
stadiu splynuti neuralnich vall (st. 22), je pozorovatelné nepatrné vybouleni
v misté budoucich vnéjSich Zaber. V tomto stadiu to je jeden z mala viditelnych
bodd na embryu, jedinou dalS§i pozorovatelnou strukturou jsou cementové
organy prominujici v anteriorni ¢asti hlavy. Ve stadiu 24 maiji formujici se vnéjsi
zabry polokulovity tvar a spolu s parem cementovych organu zabiraji prakticky
cely hlavovy prostor embrya. Lehce vétsi primordia vnéjSich zaber oznacuji
posteriorni konec hlavy a vybihaji lateralné (Tab. 1 A, A”), ventralngji potom
vybihaji cementové organy okupujici anteriorni ¢ast hlavy. V pokozce celého
embrya jsou v tomto stadiu takfka rovhomérné rozmistény buriky s ciliemi na
povrchu. V dalSim vyvoji se zaklady vnéjSich Zaber zaCnou dorzo-ventralné

zploStovat, osa vnéjSich Zzaber vSak neni s dorzo-ventralni osou embrya uplné
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rovnobézna a anteriorni konec zakladu vnéjSich Zaber se tak dostava o néco
ventralnéji, nez ten posteriorni. Okolo stadia 26 mizeme pozorovat 2-3 zafezy
vymezujici budouci filamenta oddélujici se od hlavniho stonku vnéjSich zaber
(Tab. 1 B”"). Vtomto obdobi zacina byt patrny rozdil velikosti epidermalnich
bunék pokryvajicich vnéjsi zabry (prdmér do 10um) od epidermalnich bunék
zbytku povrchu embrya (pramér vétSinou nad 10um). Buriky pokryvajici vnéjsi
zabry jsou menSi v dusledku ristu celé struktury zmnozovanim bunék, a ne
zvétSovanim jejich povrchové plochy. Ve stadiu 28 vybiha z hlavniho stonku
vnéjSich zaber pét filament (Tab. 1 C’,C"") a vtéto fazi rastu dochazi k
zvétSovani vnéjSich Zaber pFfedevSim pomoci prodluzovani a zmnozZovani
primarnich filament. Samotny hlavni stonek zlstava prakticky stejné dlouhy jako
v pfedchozich stadiich. V nasledujicim stadiu maji vnéjSi Zabry kolem osmi
primarnich filament rizné délky (Tab. 1 D", D). Ta nejdel§i dosahuji zhruba
dvojnasobné délky nejdelSich filament pfredchoziho stadia. Muzeme jiz
pozorovat dalSi vétveni vnéjSich Zaber ve formé sekundarnich filament
odvétvuijicich se z nejdelSich primarnich filament (Tab. 1 D""). Ve stadiu 31 jsou
primarni filamenta zhruba 300-400pm dlouha a na vS8ech nalezneme
sekundarni flamenta. DoSlo k prodlouzeni i hlavniho stonku a celé vnéjsi zabry
ted dosahuji délky zhruba 3/5-3/4 Zloutkového vacku (Tab. 1 E’). Ve stadiu 33,
kdy jiz larva vstfebala velké mnozstvi z puvodnich Zloutkovych zasob, jsou
vnéjSi zabry pIné vyvinuté a pIné funkéni. S dalSim ristem larvy se dale
prodluzuji, usporadani a stavba uz ale zlstavaji stejné. Ve finalni podobé
nalezneme na hlavnim stonku dvé fady primarnich filament, z nichz kazdé je
zpefeno dvéma fadami sekundarnich filament, které mezi sebou sviraji uhel

mezi 60-70° (Tab. 1 F"). Povrch embrya je i nadale poset obrvenymi burikami,

viev s

v

ne.

5.1.2 Histologie (JB-4)

Pro lepSi porozuméni okolnostem vzniku externich  struktur,
pozorovanych na snimcich pofizenych technikou SEM, byla kliCova stadia
nafezana na tenké fezy tak, aby bylo mozné pozorovat, jaké morfogenetické

pochody se odehravaji v oblasti vzniku vnéjSich Zaber.
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V nejranejSim pouzitém stadiu (24) Ize na frontalnim fezu pozorovat
pocCinajici lateralni vybouleninu ¢asnych vnéjSich Zaber. Na povrchu této
vybouleniny nalezneme dvouvrstevny epitel tvofici vnéjSi pokryv, jedna se o
stejny ektoderm, ktery pokryva i zbytek embrya. Na fezech lze odliSit jesté
faryngealni epitel, vznikly z vnitfniho zarode¢ného listu — entodermu. Entoderm
je pomérné snadno odliSitelny podle velkého mnozstvi Zloutkovych granul
pfitomnych v bunkach. Muzeme vidét, Zze faryngedlni entoderm ma tendenci
expandovat lateralné, smérem do oblasti vznikajicich vnéjSich Zaber (Tab. 2 A).
Bunky bichira jsou vS8ak pomérné malé a jasnou hranici mezi jednotlivymi
epitely, kterd by ukazala jak daleko faryngealni entoderm zasahuje, neni
prakticky mozné v tomto stadiu ur€it. Dorzalné od vznikajicich vnéjSich Zaber se
nachazi oticka kapsule, coz koresponduje s pfedpokladanou pozici vnéjSich
Zaber na hyoidnim oblouku, patficimu mezi Zaberni oblouky, tvofici ¢ast lebky
zvanou viscerokranium.

Ve stadiu 26 jsou uz jednotlivé vnitfni struktury diferencovangjsi a
hranice mezi epitely Ize |épe pozorovat. Na frontalnim fezu vedeném anteriorni
Casti vnéjSich zaber je jasné odliSitelny vybézek faryngealniho epitelu vybihajici
ze spodniho okraje faryngu do vnéjSich zaber (Tab. 2 B, B’). Faryngealni
entoderm pronika do vnéjSich Zaber tésné podél jejich ventralni stény tvofené
ektodermem; tyto dvé vrstvy jsou zde ve velmi uzkém kontaktu, bez pfitomnosti
mezenchymatickych bunék vypliujicich jinak velkou €ast lumen vnéjSich Zaber.

Ve stadiu 28 je na horizontalnim fezu vidét prvni Zaberni Stérbina mezi
hyoidnim a prvnim branchialnim obloukem, ktera se nachazi posteriorné za
vnéjSimi zabrami (Tab. 2 C, C’). Anteriorné od nich Ize pozorovat vznikajici
spirakularni Stérbinu, ktera se zatim neotvird do vnéjSiho prostfedi. V souladu
s poznatky z SEM Ize pozorovat, Ze bunky pokryvajici vnéjSi Zabry maji mensi
plochu apikalni membrany a oproti plochym pokryvnym burikdm jinde na téle
2 D).

Pro pozorovani plné vyvinutych vnéjSich Zaber jsem nafezala stadium
33. Vtomto obdobi lze pozorovat jiz vyvinuté chrupavky vyztuzZujici prsni
ploutve, branchialni oblouky, pouzdro otické kapsule, stejné jako parachordalia
tvofici bazi neurokrania. Uvnitf vnéjSich Zaber Zadna chrupavcita vyztuha

v tomto stadiu vyvoje neni, mezenchymatické bunky vSak produkuji velké
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mnozstvi extracelularni matrix, jejiz mukopolysacharidové slozky reaguji
s pouzitym histologickym barvivem a vysledkem je pozorovatelné fialové
zabarveni (Tab. 3 A). Cévni zasobeni zajistuje hyoidni arterie (Tab. 3 B, B"),
ktera se dale vétvi a kapilarni smy¢ku mizeme najit ve vSech sekundarnich
filamentech (Tab. 3 F, G). Do vnéjSich Zaber pronika sval upinajici se z boku na
lebku v misté otické kapsule, posteriorné za pfipojenim hyoidniho oblouku na
lebku, a je pravdépodobné, Ze se sval upina i na tento dorzalni element
hyoidniho oblouku (Tab. 3 B"). Svalové vyztuZeni probiha daleko do primarniho
stonku a néktera vldkna jdou dokonce i do odvétvujicich se primarnich filament
(Tab. 3 C).

Na snimcich pofizenych SEM technikou jsou vidét dvé Fady
sekundarnich filament, histologické fezy vSak odhalily, Ze néktera primarni
filamenta nesou navic jesté sekundarni flamenta vmezefena mezi plvodni dvé
fady (Tab. 3 E). Cetnost t&chto vmezefenych filament bude pravd&podobné
zaviset na vngjSich podminkach, ve kterych se dana larva nachazi a bude
napfi€ jedinci individualni. Za zminku také stoji kozni lemy, které mizeme najit
na ceratobranchialiich |.-lll. ve stadiu 33. Tahnou se po celé délce Zabernich
Stérbin a jsou vyplnény mezenchymem histologicky naprosto shodnym s tim,
kterym jsou vyplnény hyoidni vnéjSi zabry. Dokonce mulzeme pozorovat
prokrveni téchto lemu, jelikoz jsou ale zvnéjSku dokonale prekryty

rozvétvenymi vnéjSimi Zabrami, pravdépodobné nemaiji pro respiraci vyznam.

5.1.3 Imunohistochemické znaceni

Na histologickych fezech ranym embryem jsem objevila zajimavou
skuteénost, Ze béhem Casného vyvoje pronika do oblasti vznikajicich vnéjSich
zaber faryngealni entoderm. Proto jsem se rozhodla analyzovat tuto skute¢nost
jesté jinou metodou. Znaceni fibronektinu pomoci imunohistochemické znacky
s navazanou fluorescenéni protilatkou umozniuje vizualizaci bazalnich lamin, a
tim jasnéjSi ur€eni hranic mezi jednotlivymi epitely.

ProtoZe bichir neni béZznym modelovym druhem, olekavala jsem, Ze
protilatka proti fibronektinu by se mohla hlfe navazovat. To se nakonec
nepotvrdilo a ukazalo se, Ze protilatka znaci bazalni laminy opravdu dobfe (Tab.
4 A), bohuzel pouze tam, kde opravdu jsou. Mym cilem bylo naznacit jasné

hranici mezi faryngealnim entodermem, pronikajicim do vnéjSich Zaber a
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ektodermem, pokryvajicim jejich povrch. Hranice tkani vSak v této fazi vyvoje
jesté neni finalné ustanovena, a at uz faryngealni entoderm aktivné postupuje
smérem do vngjSich Zaber, a nebo je tam pasivné vytlacovan, je tato oblast
stale mistem probihajici morfogeneze. V dusledku této aktivity doslo
k rozpusténi bazalnich lamin, které by jinak oddélovaly epitely od sebe, a proto
je nelze vizualizovat (Tab. 4 B). Rozpusténi bazalni laminy Ize demonstrovat na
fezech posteriornéjSi oblasti embrya, kde také dochazi ke kontaktu
faryngealniho entodermu s povrchovym ektodermem (Tab. 4 C, D).

PFi pozorovani fezu pod fluorescenénim mikroskopem vsak vySlo najevo,
Ze Zloutkova granula, nachazejici se ve velkém mnozstvi v burikach entodermu,
maji v Cerveném spektru znacnou autofluorescenci. Autofluorescence tedy
umozhuje velmi pfesné odliSeni bunék faryngealniho entodermu a jejich
vizualizaci ve vznikajicich vnéjSich zabrach (Tab. 4 E). Na frontalnich fezech je
vidét, Ze entoderm pronika az do nejdistalnéjSiho konce vnéjSich Zaber a utvafi
vrstvu lezZici tésné pod vrstvou ektodermalniho epitelu, se kterym posléze
pravdépodobné splyva. Pfimym dusledkem lateralni expanze entodermu by
dokonce mohl byt i samotny rist vnéjSich zaber (ve formé zvétSeni lateralni
vybouleniny) béhem ranych fazi ontogeneze.

Abych vyvratila spekulace, Ze by stopy entodermu ve vnéjSich Zabrach
mohly byt pouze druhotnym nasledkem prolamovani spirakula v pfilehlé oblasti
mezi obloukem hyoidnim (nesoucim vné&jsi zabry) a mandibularnim, pozorovala
jsem pod fluorescenénim mikroskopem i horizontalné nafezané embryo (Tab. 4
F). Na téchto Fezech je jasné patrné, Ze se v pfipadé spirakula i vnéjSich zaber
jedna o samostatné vybézky faryngealniho epitelu a nejedna se tedy pouze o
jedinou lateralni expanzi.

Kromé protilatky proti fibronektinu jsem néktera starSi embrya (st. 29)
znacila jesté markerem 12/101 vazicim se na mezodermalni svalstvo. Marker
vyborné ukazal jiz pékné vyvinuté somitické svaly (Tab. 4 G), svaly vedouci do
vnéjSich Zaber se mi v8ak zachytit nepodafilo. Jelikoz se jednd o mladsi
stadium, nez to pouzité pro klasickou histologii (Tab. 3 B), svaly vnéjSich zaber
jesté pravdépodobné nebyly tak vyvinuté a signal byl o dost slabsi, nez u
somitického svalstva, proto nejsou vtomto stadiu svaly pozorovatelné. Na
fezech jsou vSak velmi dobfe vidét diferencované vnéjSi zabry s dvouvrstevnou

pokoZzkou na povrchu, oddélenou bazalni laminou od lumen, tvofeného
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burikami typicky mezenchymatické stavby a velkym mnozstvim extracelularni

matrix.

5.1.4 Projasnéné preparaty celych jedinct

V literatufe se objevuje mnoho zminek o tom, Zze vnéjSi Zabry bichira jsou
od ostatnich odliSné mimo jiné tim, Ze obsahuji chrupavcitou vyztuhu
(Witzmann, 2004; Moy-Thomas, 1933; Budgett, 1901c). Na histologickych
fezech jsem Zadnou chrupavcitou tyC€inku, ani ve stadiu ¢asné kondenzace
buné&nych jader, nenasla. | kdyz u nejstar§iho analyzovaného stadia (st. 33) uz
mulzeme pozorovat jiné vyvinuté chrupavky (ceratobranchialia, parachordalia,
pletenec prsni ploutve), neznamena nepritomnost chrupavky vyztuzujici vné;jsi
zabry nutné to, Ze neexistuje vibec. Mnohé chrupavcité &asti totiz mohou
kondenzovat az v pozdé&jSim vyvoji. Proto bylo nutné, abych se podivala, jak
vypada situace u starsich larev bichira.

Pro tyto ucely vyborné poslouzily preparaty mého kolegy M. Kral ovice,
ktery se ve své diplomové praci zabyval vyvojem zubnich poli u bichira, a jemuz
bych chtéla podékovat, Ze jsem jeho preparaty mohla pro svou analyzu pouzit.
Pfi této metodé barveni jsou chrupavky nabarvené na modro, pomoci
histologické barvy Alcian Blue, barvici glykoproteiny extracelularni matrix a
mineralizované tkané (kosti, zuby) na C€erveno, pomoci histologické barvy
Alizarin Red, vazici se na vapenaté ionty. Vysledkem je preparat
s vizualizovanymi chrupavkami a kostmi, se zachovanym 3D uspofadanim.

Podle literatury jsem pro pozorovani pod stereolupou vybrala jedince
velikosti 32 a 39 mm. Velka Cast kosti lebky je v této dobé jiz osifikovana a
chrupavcité zustavaji vétSinou kloubni ploSky. V oblasti odstupu vnéjSich zaber
od hyoidniho oblouku pravé jednu takovou kloubni ploSku muzeme nalézt na
zakonceni operkularniho vybézku hyomandibuly (Tab. 5 B"). Tento vybézek
spojuje hyomandibulu s vnitini plochou operkula (Allis, 1922). Zadnou dalsi
chrupavku ve formé prodlouzené ty€inky jdouci do vnéjSich zaber, jsem zde

nenasla.
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Tabule 1: Tabulka externiho vyvoje vnéjSich zaber druhu Polypterus
senegalus. (A-F) Celkovy dorzéalni pohled na jednotliva stadia s vnéjSimi
Zabrami umisténymi lateralné. (A’-F") BliZSi pohled z dorzalni strany na hlavu
embrya (resp. larvy) svnéj§imi zabrami. (A" -F’") Detail vnéjSich zaber.
PovSimnéte si vzrUstajiciho poCtu odvétvujicich se primarnich filament a

pocinajiciho sekundarniho vétveni oznaceného Sipkou (D).
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Tabule 2: Morfogeneze raného vyvoje vnéjSich zaber druhu Polypterus
senegalus na histologickych fezech. (A) Frontalni fez stadiem 24 v oblasti
pocinajici vybouleniny vnéjSich Zaber. (B) Frontalni fez stadiem 26 v oblasti
vnéjSich Zaber. (B") Detail pfedchoziho fezu ukazujici lateralné expandujici
entoderm. (C) Horizontalni fez stadiem 28 v urovni vnéjSich Zaber. (C’) Detalil
pfedchoziho fezu s Zaberni Stérbinou mezi hyoidnim a |. branchialnim
obloukem. (D) Horizontalni fez stadiem 29 vroviné dorzalni ¢asti vnéjSich
Zaber. Pokozkové buriky jsou v epitelu pokryvajicim vnéjSi Zabry napadné
kubictéjsi, nez typické dlazdicovité bunky zbytku té€lniho pokryvu.
(A-C’) Hrot oznacuje lateralni expanze entodermu. (A, B, C, D) V ramecku SEM

snimek pfislusného stadia s vyznacenou rovinou fezu.
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Tabule 3: Tkanova diferenciace v pokrocilé fazi vyvoje vnéjSich zaber
druhu Polypterus senegalus na histologickych fezech. (A) Horizontalni fez
stadiem 33 voblasti hlavniho stonku vnéjSich zaber. Vypla tvofi
mesenchymatické buriky produkujici extracelularni matrix. (B) Frontalni fez
stadiem 33 v oblasti vnéjSich Zaber. Krevni zasobeni zajiStuje hyoidni arterie.
(B") Detail pfedchoziho fezu ukazujici upon svalu, zajiStujiciho pohyb vnéjSich
Zaber, na otickou kapsuli. (C) Rez vné&j$imi Zabrami jedince o velikosti 18 mm.
Vlakna svalu vnéjSich Zaber zachazeji i do primarnich filament. (D) Frontalni fez
stddiem 33 ukazujici dvojici sekundarnich filament odvétvujicich se
z primarniho filamenta. (E) Frontalni fez stadiem 33 ukazujici trojici
sekundarnich filament odvétvujicich se z primarniho filamenta. (F) Pficny fez
sekundarnimi filamenty jedince velikosti 18 mm. (G) Podélny fez sekundarnimi
filamenty jedince velikosti 18 mm. Kapilarni smycCka se sklada z afferentni a
efferentni ¢asti. (A) V ramecku SEM snimek pfislusného stadia s vyznacenymi

rovinami fezu A, B.
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Tabule 4: Morfogenetické pochody v oblasti vnéjSich zaber druhu
Polypterus senegalus, s dirazem na hranice epitell znacené protilatkou
proti fibronektinu. (A) Horizontalni fez ocasni Casti téla ve stadiu 25. Ukazka
znaceni fibronektinu v bazalni laminé. (B) Frontalni fez stadiem 25 v urovni
vnéjSich zaber. V misté vnéjSich Zaber se hranice mezi epitely nenaznacila a
nelze je tak rozliSit. (C) Frontalni fez shodnym embryem, posteriorné od
vnéjSich Zaber. Epitel faryngu expanduje lateralné, ale nekontaktuje
ektodermalni vrstvu a bazalni lamina mezi epitely tak jesté neni rozpusténa.
(D) Frontalni fez shodnym embryem nachazejici se mezi fezy B a C. Dochazi
zde ke kontaktu entodermu s ektodermem, bazalni lamina jinde naznacena je
na styku téchto dvou vrstev rozpusténa. (E) Shodny fez jako B.
Autofluorescence Zloutkovych granul v erveném spektru jasné odliSuje
entoderm, zasahuijici az k distalnimu konci vnéjSich zaber. (F) Horizontalni fez
stadiem 25. Entoderm expanduje do oblasti vnéjSich zaber samostatné,
oddélené od prolamujiciho se spirakula. (G) Horizontalni fez stadiem 29.
Vnitfek vnéjSich Zaber je bazalni laminou jasné oddélen od dvouvrstevného
ektodermu na povrchu. Mezodermalni svalstvo je naznateno markerem 12/101.
(A, C, D) Bilé Sipky oznacuji fibronektinem znaCenou bazalni laminu.
(B, E, F) Hroty oznaCuji lateralné expandujici faryngedlni entoderm.
(F) Cervena Sipka oznaduje spirakulum.
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Tabule 5: Projasnéné skeletalni preparaty lebky druhu Polypterus
senegalus. (A) Lateralni pohled na lebku jedince dalky 32 mm. Spodni Celist
byla odpreparovana. (B) Lateralni pohled na lebku jedince délky 39 mm. Spodni
Celist byla odpreparovana. (B°) Detail preparatu zobrazku B. Kostény
operkularni vyb&zek je zakon&en chrupavéitou ploskou. (A-B’) Cervena znadi
kost&né elementy, modra znadi chrupavky. (A, B) Sipka zna&i misto kde by se

méla nachazet chrupavdita vyztuha vnéjSich zaber.
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5.2 Ambystoma mexicanum

Tento druh byl do studie vybran zamérné jako typicky predstavitel
obojzivelnikl, majici larvalni stadium s celou fadou specializovanych adaptaci,
mezi néz patfi i mnou studované vnéjsi zabry, které jsou pravé pro tuto skupinu

tak charakteristickeé.

5.2.1 Vnéjsi morfologie (SEM)

Pro obecné seznameni s celkovym vzhledem a utvafenim této struktury
jsem u axolotla, stejné jako u predchoziho druhu, nejprve dukladné
prostudovala vyvoj vnéjSich Zaber pod skenovacim elektronovym mikroskopem.

Prvni naznak oznacujici pozici budoucich vnéjSich zaber mizeme na
axolotlovi pozorovat dlouho pfed jejich vznikem (zhruba od stadia 30) ve formé
vybouleniny situované v branchialni oblasti. K rozdiferencovani spole¢ného
zakladu na tfi ¢asti, odpovidajici tfem hlavnim stonkdm, dochazi ve stadiu 35.
Jednotlivé pary jsou jasné vymezené pomoci hlubokych zafez(i a pozic¢né
odpovidaji I.-lll. branchialnimu oblouku, ke kterému se dale budou upinat (Tab.
6 B""). Epidermalni bufiky na povrchu vnéjSich Zzaber jsou v té dobé ve srovnani
s ostatnimi pokozkovymi burikami uz o néco mensi. Jednotlivé pary vnéjSich
Zaber se od té doby zhruba stejnomérné prodluzuji. Jak je vidét na obrazku
(Tab. 6 C”"), dochazi také ke zploStovani hlavnich stonku, které tak nabyvaji
spiSe listkovitého vzhledu. Dale se zacne na vSech parech tvofit vyristek
zakladajiciho se primarniho filamenta. Stadium 38 odpovida fazi vyvoje
s vytvofenymi dvéma filamenty uspofadanymi v paru, naproti sobé, ve stejné
vzdalenosti od baze hlavniho stonku (Tab. 6 D", D”"). S prodluzovanim hlavnich
listkovitych vétvi je vice patrné pocCetnéjSi zastoupeni bunék s ciliemi a celkova
mensi velikost bunék na povrchu vnéjSich zaber (pfiblizné 20um v porovnani
s 30-40um jinde lokalizovanych povrchovych bunék). S dalSim vyvojem se celé
vnéjSi zabry prodluzuji tak, Ze druhy a tfeti par jsou lehce delSi, a i dalSi pary
primarnich filament na nich pfibyvaji rychleji. Ve stadiu 39 ma prvni par vnéjSich
Zaber dva pary primarnich filament a druhy a tfeti par shodné po tfech parech
primarnich filament. Stejné jako hlavni vétve i odvétvujici se filamenta zacinaji

byt na prufezu zplostéla. V dalSim vyvoji dochazi k prodluzovani a zmnozovani
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filament (Tab. 6 E’, E”") podle potifeb daného jedince, ktery si vnéjSi zabry

ponechava az do své ,neotenické dospélosti*.

5.2.2 Histologie (JB-4)

Na histologickych fezech jsem pozorovala jednotliva stadia s cilem
odhalit kliCové morfogenetické pochody, odehravajici se v dané oblasti a
porozumeét jejich vzajemnému kontextu a vlivu na vyvoj vnéjSich zaber.

Misto vzniku budoucich vnéjSich Zaber je na embryich axolotla dobfe
patrné jiz dlouho pfedtim, nez se samotné zZabry za¢nou diferencovat. Lehkou
neroz€lenénou vybouleninu zahrnujici zaklady vSech tfi stonkl vnéjSich zaber
muUzeme pozorovat v oblasti lateralné situované od vyvijejicich se branchialnich
obloukd I.-1ll., zhruba od stadia 31. Spole¢ny zaklad vnéjSich zaber se az do
stadia 35 vyviji velmi pozvolna, jedinou pozorovatelnou zménou je postupné
vystupovani lateralni vybouleniny dale od medialni osy téla (Tab. 7 A). Hlavnim
déjem odehravajicim se ve faryngealni oblasti jsou morfogenetické pochody
spojené s utvafenim a diferenciaci budouciho chrupavcitého vyztuzeni faryngu.
Dochazi zde k vychlipeni entodermaini vrstvy, jiz jde naproti zahlubujici se
ektoderm v mistech budoucich Zabernich $térbin. Tyto dvé vrstvy mezi sebou
uzaviou mezoderm a v takto vznikléem kanalu navic proudi migrujici buriky
neuralni liSty, které posléze obkrouZi mezoderm uzavieny v centru a daji vznik
chrupavkam zabernich obloukl (Tab. 7 B, B").

Ve stadiu 36-37 uz jsou jednotlivé stonky vnéjSich Zaber oddélené
hlubokym zafezem vnéjSiho ektodermalniho epitelu a zacinaji se navenek
prodluzovat (Tab. 7 D). Na horizontalnim fezu v8ak neni patrné, Zze by k
prodluzovani dochazelo zmnozovanim vrstev ektodermu, jak se dosud myslelo.
Dochazi zde ale k vyraznému protazeni obloukového centra, ve kterém se
nachazi pfislusna branchialni arterie a buriky odvozené od neuralni listy
(Tab. 7 D).

VnéjsSi zabry se nasledné rychle prodluzuji a v misté jejich napojeni
zacCindji byt patrnd kondenzujici ceratobranchilia — chrupavcité elementy
zabernich obloukl (Tab. 8 A, B). Vnéjsi zabry se pfipojuji pfimo na vnéjsi hranu
ceratobranchialii, a proto tvofi tyto elementy pfimou bariéru mezi entodermem
faryngu a bunécnou populaci utvafejici lumen vnéjSich Zaber (Tab. 8 B’).

Vnitfni zarodecny list tedy do vnéjSich Zaber nijak nepfispiva a je omezen
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na oblast vymezenou branchialnimi oblouky. Mezi témito oblouky vysila
entoderm vybézky do mist Zzabernich $térbin, tyto v8ak jdou vzdy ventralnim
smérem a nikdy lateralné (Tab. 8 C).

U larvy velikosti 15 mm muzeme pozorovat, ze vyvinuté chrupavky
ceratobranchialii reaguji s pouzitym barvivem a vysledkem je typické fialovo-
Cervené zabarveni, kondenzované extracelularni matrix (Tab. 8 E). Naproti
tomu uvnitf vnéjSich Zaber nic takového nenajdeme, jejich vypln tvofi pouze
nepravidelné rozmisténé burky, produkujici fidkou extracelularni matrix slabé
reagujici s histologickym barvivem barvicim mukopolysacharidy (Tab. 8 F).
Vysledna neurcita pojivova tkan je velmi podobna vyplni vnéjSich Zaber bichira
(viz kapitola 5.1.2). Vnittkem vnéjSich Zaber probiha sval, upinajici se na
pfislusné ceratobranchiale (Tab. 8 F, G). Nepozorovala jsem, Ze by tento sval
zabihal i do odvétvujicich se filament, divodem vSak mulze byt pfili§ mladé
pozorované stadium a nemohu tedy fici, jaka je situace u starSich jedincl

s vétSimi vnéjSimi zabrami.

5.2.3 Znaceni populace bunék neuralni listy

UZ na histologickych fezech je vidét, Ze velkou &ast vyplné vnéjSich
Zaber tvofi mezenchymatické buiky, obklopené mnozstvim extracelularni
matrix. Bunka mezenchymu se vyznaCuje velkym mnozstvim vybézku a
tendenci k migraci a miUze mit puavod ve dvou zarodeCnych vrstvach —
mezodermu nebo neuralni listé. Buriky neuralni listy vznikaji béhem neurulace
na rozhrani neuralni trubice a ektodermu, ktery ji pfekryva. Po prodélani epitelo-
mezenchymalni transice (Shook and Keller, 2003) zacinaji tyto burky
odmigrovavat a davaji vznik velkému mnozstvi hlavovych a trupovych tkani,
proto jsou povazovany za C&tvrtou zarodeCnou vrstvu (Hall, 2000). Buriky
neuralni listy byly jasnym kandidatem, protoze pravé do oblasti vznikajicich
branchialnich obloukl nesoucich vnéjsi zabry jich namigrovava velké mnozstvi.

Axolotl je pro pozorovani bunék neuralni listy dokonalym modelovym
organismem, protoze byla vyslechténa populace transgennich GFP mutantu, ze
kterych Ize transplantovat rzné ¢asti tkani do normalnich jedinct. Buriky GFP
mutantl exprimuji zeleny fluorescenéni protein a jejich osud Ize v novém
embryu dale sledovat. Moje kolegyné L. Klouckova takto oznadcila populaci

bunék neuralni liSty a pfi pozorovani larev, které se nechaly dale vyvinout vySlo
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najevo, Ze neuralni lista pfispiva i do vnéjSich Zaber, coz doposud nebylo
znamo. Jeji data jsem méla moznost reanalyzovat a prostudovat ze svého uhlu
pohledu, zaméfeného pravé na vnéjsi zabry. Tato nova analyza prokazala, ze
naprosta vétSina bunék mezenychmatické vyplné vnéjSich Zaber exprimuje
zeleny fluorescencni protein a pochazi tedy z transgennich jedincu, respektive z
buné&né populace transplantovanych neuralnich valu (Tab. 9 A, B). Mimo tyto
bunky odvozené od neuralni listy, mizeme uvnitf vnéjSich Zaber pozorovat
jesté svalova vlakna mezodermalniho plvodu, naznacena markerem 12/101

znacicim mezodermalni svalstvo (Tab. 9 B’).
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Tabule 6: Tabulka externiho vyvoje vnéjSich zaber druhu Ambystoma
mexicanum. (A-E) Celkovy lateralni pohled na jednotliva stadia s vnéjSimi
zabrami diferencujicimi se v branchialni oblasti. (A"-E") BlizSi pohled z lateralni
strany na hlavu embrya (resp. larvy) s vnéjSimi Zabrami. (A”-E"") Detail
vnéjSich Zaber. Nejprve vznika pouze jediny spoleény zaklad, ze kterého az
pozdéji vznikaji tfi oddélené stonky odpovidajici tfem parim vnéjSich zaber.
PosteriornéjSi pary jsou del8i nez par anteriorni a nesou vice primarnich

filament.
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Tabule 7: Morfogeneze raného vyvoje vnéjSich zaber druhu Ambystoma
mexicanum na histologickych fezech. (A) Horizontalni fez stadiem 33-34
v oblasti vznikajicich zabernich obloukl. (B) Horizontalni fez stadiem 33-34,
detail vyvijejiciho se oblouku. (B") Pfedchozi fez s vyznaCenymi embryonalnimi
vrstvami — entoderm (Zlutd), ektoderm (modra), mezoderm (Cervena), neuralni
lista (zelena). (C) Frontalni fez staddiem 35, oblast druhého paru vnéjSich Zaber
s kondenzujicim ceratobranchialiem z bunék neuralni listy. (D) Horizontalni fez
stadiem 36-37, pokracCujici diferenciace zabernich obloukd. (D’) Detail
pfedchoziho fezu s brancialni aortou vypliujici téméF celé obloukové centrum.
(A, C, D) Vramecku SEM snimek pfislusného stadia s vyznacenou rovinou

fezu.
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Tabule 8: Tkanova diferenciace v pokrocilé fazi vyvoje vnéjSich zaber
druhu Ambystoma mexicanum na histologickych rezech. (A) Horizontalni
fez stadiem 39-40 voblasti kondenzujicich chrupavek jednotlivych
ceratobranchidlii (ohrani¢eno ¢ernymi teCkami). (B) Frontalni fez stadiem 39-40
— farynx zboku ohrani¢en vznikajicim ceratobranchialiem. (B") Detail
predchoziho Fezu svyznaCenymi bufnkami neuralni [listy (zelena),
ohraniCujicicmi entoderm faryngu. (C) Anteriorn&jsi frontalni fez stadiem 39-40
s ventralné vybihajicim entodermem (Zluté Sipky) smérem k zabernim
$té&rbinam. (D) Horizontalni fez jedincem velikosti 14 mm. (E) Rez chrupavkou
ceratobranchialia u jedince velikosti 15 mm. (F) Rez vnéj$i zabrou u jedince
velikosti 15 mm. VnéjSi zabry vyplauje fidky mesenchym produkujici
extracelularni matrix. (G) Rez vné&j$i Zabrou u jedince velikosti 15 mm v oblasti
Uponu svalu vnéjSich zaber na ceratobranchialium. (B, D) V ramecku SEM

snimek pfislusného stadia s vyznacenymi rovinami fezu.
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Tabule 9: Vizualizace bunék neuralni liSty ve vnéjSich zabrach druhu
Ambystoma mexicanum na kryostatovych fezech. (A) Horizontalni fez
oblasti vnéjSich zaber, bunky uvnitf vnéjSich zaber jsou pavodu neuralni listy,
narozdil od bunék povrchového epitelu. (B) Rez hlavnim stonkem vné&jsich
Zaber. Kromé bunék exprimujicich GFP, najdeme uvnitf vnéjSich Zaber i buriky,
které GFP neexprimuji (Cervena Sipka), tudiz nejsou plvodu neuralni listy.
(B") Shodny fez jako B, navic vizualizovano mezodermalni svalstvo a bunécna
jadra. Buriky, které neexprimuji GFP jsou svalové burky mezodermalniho

pavodu (Cervena Sipka).
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5.3 Misgurnus fossilis

Piskor je typicky predstavitel Celedi Cobitidae, jehoz larva ma pfidatné
sobé velmi zajimava, zacne byt jesté zajimavéjsi, pokud ji jako vnéjsi dychaci

strukturu zacneme srovnavat s vnéjsimi zabrami.

5.3.1 Vnéjsi morfologie (SEM)

jako takové se vyvijeji a posléze zanikaji velmi rychle a brzy jejich funkci
nahrazuji jiné dychaci struktury, jako tfeba segmentalni cévy ploutevniho lemu
(Kostomarova, 1991; Kryzanovskij, 1949). AcCkoliv se s komplexnosti vnéjSich
Zaber bichira nebo axolotla nedaji srovnavat, pozorovani jejich externiho vyvoje
ukaze mnohé podobnosti.

Zaklady prvnich filament mizeme na povrchu embrya pozorovat ve
stadiu 38, jedna se o filamenta zakladajici se na I. a Il. branchialnim oblouku
(Tab. 10 A’, A”). Pozi¢né se filamenta zakladaji pfesné lateralné od
vznikajicich elementl zZabernich obloukd, z ektodermalniho povrchového
materialu. Pfed prvnim filamentem je pozorovatelny vznikajici operkularni
zahyb a prolamujici se prvni Zzaberni Stérbina. Mezi flamenty je pozorovatelny
zafez budouci druhé Zaberni Stérbiny. Ve stadiu 39 jiz nalezeneme po jednom
filamentu na vSech Ctyfech branchialnich obloucich, pfi¢emz anteriorni dvé jsou
znacné delSi (Tab. 10 B""). Nasledné se zakladaji dalSi zaberni filamenta
postupné od anteriornich obloukul, ventralné od téch jiz vzniklych. Epitel na
povrchu filament je velmi tenky a bunfky jsou oproti normalnimu ektodermu
plossi a vétsi. Duvodem tohoto rozdilu je patrné rychly rust filament, pfi kterém
se buriky nestihaji délit, proto se ve snhaze zvétsit svoji velikost zplostuji. Ve
stadiu 40 je branchialni oblast pfekryta operkularnim koznim zahybem a
znemoziuje tak pozorovani vyvoje filament od jejich baze. Obecné dochazi
k prodluzovani stavajicich a vzniku novych filament béhem celého stadia 40, ve
Narozdil od vné&jSich Zaber, nenajdeme u vnéjSich Zabernich filament nikdy
vétveni, filamenta se zakladaji vzdy kazdé zvlast ze svého vlastniho zakladu.

Pro lepsSi pozorovani situace na bazi Zabernich filament, v misté jejich pfipojeni
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na zaberni oblouk, byl pfed pfipravou vzorku stadia 40 pro SEM techniku
odstranén operkularni zahyb. Na takto upravené larvé piskofe muzeme
pozorovat zhruba deset jednotlivych filament, v rGzné fazi prodlouzeni (od
dlouhych az po noveé vznikajici), pfislusejicich k I. branchialnimu oblouku (Tab.
11 A’). Na Il. branchialnim oblouku najdeme kolem osmi filament a mensi pocet
potom na Ill. a IV. branchialnim oblouku. VSechny Zaberni Stérbiny jsou
oteviené do vnéjsSiho prostfedi a kromé vnéjSich Zabernich filament zde neni
pozorovan zadny jiny material, ze kterého by potencialné mohly vznikat vnitfni
Zabry. VnéjSi zaberni filamenta jsou stéle v pfesné lateralni pozici od
branchialniho oblouku a neni patrné, Ze by se néjak zahlubovala, ¢i integrovala
do vnitfniho faryngo-branchialniho prostoru.

Stadiem 41 pocina velmi rychlé zkracovani filament a brzy nejsou
z vnéjSku pozorovatelna. Filamenta ve zkracené podobé vSak dale zUstavaji
pfitomna na branchidlnich obloucich, jsou jen zcela pfekryta operkularnim
koznim zahybem. Bé&hem dalSiho vyvoje dochazi k zmnozovani filament a
postupné dochazi i k jejich vétveni (Tab. 11 B"). Tato flamenta maiji i nadale
respiracni funkci a v této podobé je nazyvame vnitfnimi zabrami. VySe popsany
vyvoj dokumentuje vznik vnéjSich zabernich filament a jejich naslednou
kontinualni pfeménu ve filamenta vnitinich Zaber, mizeme tedy o nich uvazovat

jako o jediné strukture.

5.3.2 Histologie (JB-4)

Existuje vice nazoru na vyvoj zabernich filament u téch druhd, kde se
kromé klasickych filament vnitfnich Zaber vyskytuji i ta vnéjSi. Proto jsou
histologické fezy v tomto pfipadé velmi dllezité pro posouzeni embryonalniho
pavodu vnéjSich zabernich filament.

Jesté nez se zformuiji prvni filamenta na |. a Il. branchialnim oblouku, Ize
pozorovat v daném misté lehké vybouleni (stadium 37). Jedna se o ztlusténi
povrchového ektodermu, pod nimz se nachazi vrstva mezenchymu puvodu
mezodermalniho nebo z neuralni listy. JeSté pod mezenchymem je jasné
patrny, viditelné ohraniCeny epitel faryngu, plvodu entodermalniho (Tab. 12 A).
Béhem celého raného vyvoje je zifejmé, Ze na vzniku vybouleniny budouciho

filamenta se faryngealni entoderm nepodili (Tab. 12 A").
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tvofené typickymi burikami povrchového epitelu (Tab. 12 B). Anteriorné od néj
se nachazi zaberni Stérbina a dochazi zde k pfimému kontaktu vnéjsi a vnitfni
zarodec€né vrstvy, k otevieni entodermalniho faryngu do vnéjsiho prostredi.

Postupné s prodluzovanim stavajicich a vznikem posteriornéjSich
(Tab. 12 C). Na povrchu filament se nachazi ektodermaini epitel s typickymi
za8picatélymi vybézky, CetnéjSimi u bunék na bazi filament. S tim jak buriky na
distalnim konci filament v disledku rastu zvétSuji plochu své apikalni
membrany, dochazi i ke zplostovani tohoto povrchu.

Mezi stadii 39 a 40 dochazi k velmi rychlému prodluzovani filament, ktera
postupné prerlstaji operkularnim zahybem, a ke vzniku dalSich filament,
zakladajicich se na branchialnich obloucich ventralné od téch stavajicich. V této
dobé jiz také muizeme pozorovat kapilarni smycky tvorfené afferentni a
efferentni ¢asti, prokrvujici filamenta (Tab. 13 B).

Stadium 40 je stadiem maximalniho vyvoje vnéjSich zabernich filament a
na fezu lze pozorovat kolem péti az Sesti filament na I. (Tab. 13 C) a Il
branchialnim oblouku. Na Ill. a IV. oblouku je filament vzhledem k pozdéjSimu
vyvoji méné. Branchialni oblouky jsou jiz vtéto dobé& vyztuZzeny piné
kondenzovanymi chrupavkami, s bunikami zalitymi ve fialové se barvici
extracelularni matrix. Uvnitf vnéjSich Zabernich filament se nachazeji pouze dva
bun&éné typy — krevni buriky a buriky tvofici endotel kapilar. Zadné buriky,
produkujici extracelularni matrix, slouzici k vyztuzeni, jsem uvnitf vnéjSich
Zabernich filament nenalezla (Tab. 13 B). TaktéZ nejsou filamenta vyztuZena
ani pomoci svalovych vilaken, da se tedy pfedpokladat, Ze larva piskofe s nimi
cilené nepohybuje. U tohoto nejstar§iho jedince neni na histologickych fezech
patrné, Ze by v branchialni oblasti vznikala néjaka jina tkan budoucich vnitfnich
zaber, ke kterym by se filamenta mohla pozdéji pfipojit. Pozice vnéjsich filament
je i nadale presné lateralni od chrupavditych elementl branchialnich obloukd.

V nasledném vyvoji se filamenta zacinaji zkracovat a brzy nejsou
z vnéjSku vlbec pozorovatelna, na fezu starSi larvy (7,3 mm), vS8ak mizeme
voblasti pod operkularnim zahybem pozorovat stale velké mnozZstvi
histologicky shodnych filament (Tab. 13 D, F), jak jsem jiz ukazala na snimcich

z elektronového mikroskopu. Jejich pozice se zda nezménéna a jediny rozdil je
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tak v poCtu a délce téchto filament. Plvodni delSi a méné pocCetna vnéjsi
zaberni filamenta tedy daji vznik filamentim pravych vnitfnich zaber. Nova
filamenta potom vznikaji shodné, jako vznikala vnéjSi filamenta, z plvodné
ektodermalniho materialu, ktery se teprve sekundarné, po prekryti operkulem,

dostal do vnitfniho prostoru.
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Tabule 10: Tabulka externiho vyvoje vnéjSich zabernich filament druhu
Misgurnus fossilis. (A-D) Celkovy lateralni pohled na jednotliva stadia
s vnéjSimi zabernimi filamenty diferencujicimi se v branchialni oblasti posléze
pFekryté operkularnim zahybem. (A’-D") BliZSi pohled z lateralni strany na hlavu
embrya (resp. larvy) s vnéjSimi zabernimi filamenty. (A”"-D"") Detail vnéjSich
Zabernich filament. Kazdé filamentum vznika samostatné ze svého vlastniho

z4kladu na pfislusném branchialnim oblouku. Dorzalni filamenta jsou nejdelsi.
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Tabule 11: Detail vnéjSi morfologie Zzaberni oblasti druhu Misgurnus
filamenta u stadia 40 po odstranéni operkularniho zahybu. (A") Detail Zaberni
oblasti ze snimku A. Bilé Sipky oznacuji vyvinuté i nové vznikajici filamenta.
(B) Celkovy lateralni pohled na larvu velikosti 7,3 mm po odstranéni
operkularniho zahybu, ktery za normalnich okolnosti pfekryva filamenta upiné,
tak Ze je z vnéjSku nelze pozorovat. (B") Detail Zaberni oblasti ze snimku B.
Nyni vnitfni filamenta jsou pocetnéjSi a zac€inaji se sekundarné vétvit (Cervené

Sipky).
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Tabule 12: Rana morfogeneze oblasti vnéjSich zabernich filament druhu
Misgurnus fossilis. (A) Frontalni fez stadiem 37 oblasti vznikajiciho prvniho
filamenta. (A") Detail pfedchoziho fezu se zvyraznénymi hranicemi entodermu
(zluta teCkovana linka) a ektodermu (modra teCkovana linka), mezi kterymi
nedochazi ke kontaktu. (B) Frontalni fez stadiem 38 oblasti prvniho filamenta.
(B") Detail predchoziho fezu se zvyraznénym entodermem a ektodermem, ze
kterého vznika filamentum. (C) Frontalni fez stadiem 39 v misté tretiho
filamenta, se zachycenou zaberni Stérbinou. (C") Detail pfedchoziho fezu se
zvyraznénym ektodermem a entodermem. V misté zaberni Stérbiny (oznacené

Sipkou) dochazi ke kontaktu.
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Tabule 13: Pozdéjsi vyvoj zaberni oblasti druhu Misgurnus fossilis.
(A) Horizontalni fez stadiem 39-40 se zachycenymi Zabernimi Stérbinami, mezi
jednotlivymi oblouky s filamenty. (B) Horizontalni fez stadiem 40. Filamenta
tvofi pouze kapilarni smycka a tenky povrchovy epitel. (C) Frontalni fez stadiem
40. Od jednotlivych obloukd odstupuje vice filament. (D) Frontalni fez jedincem
obloukl odstupuji shodna filamenta jako ve stadiu 40. (E) Rez branchialnim
obloukem ve stadiu 40 s odsupujicimi vné&j§imi Zabernimi filamenty. (F) Rez
branchialnim obloukem u jedince velikosti 7,3 mm s odstupujicimi vnitfnimi
zabernimi filamenty. (A, C, D) Vramecku SEM snimek pfislusného stadia

s vyznacenymi rovinami fezu.

66






6 Diskuze

V pfedchozi kapitole jsou shrnuta ma data ziskana studiem vnéjSich
respiracnich struktur ranych ontogenetickych stadii vybranych druht obratlovca.
V této kapitole budu srovnavat své vysledky s tvrzenimi ostatnich autoru, ktefi
se timto tématem v minulosti jizZ zabyvali, a pokusim se interpretovat ziskana
data v Sir§im kontextu a vyjadfit se k homologii mnou studovanych struktur na

riznych drovnich.

6.1 Vnéjsi zabry bichira (Polypteriformes)

Jak jsem jiz shrnula vySe (viz kapitola 2.3), najdeme u bichira mnoho
unikatnich znaku, a proto odedavna pfitahoval pozornost védcl. Pro své
nejasné zafazeni byl dlouho ozna€ovan ,Zivouci fosilii“ (Hall, 2001), jini v ném
zase, diky podobnostem vyvoje s obojZivelniky a bahniky, vidéli chybéjici
spojovaci ¢lanek mezi rybou a obojzivelnikem (Kerr, 1903). | dnes, poté co byl
bichir zafazen na bazi linie Actinopterygii (Patterson, 1982; Gardiner et al.,
2005), nam toho mize mnoho povédét o stavu znakl, jaky mohl byt na
pocatcich linie Actinopterygii.

V ramci linie Actinopterygii je bichir jedinou rybou, jehoZ larva ma jako
pfidatny dychaci organ vnéjSi Zabry, naprosto srovnatelné s vnéjSimi zabrami
jejich typickych nositeld — obojzivelnikl. Tento stav znaku ma za nasledek
protichidné nazory objevujici se v literatufe — néktefi povazuji vnéjsi zabry
bichira za homologni vnéjSim zabram v ostatnich skupinach (Kerr, 1903;
Budgett, 1901; Schmalhausen, 1968), jini je stavi upIné mimo jako samostatné
vzniklou strukturu (Witzmann, 2004; Schoch & Witzmann, 2011), a nebo se
otazkami jejich vzniku nezabyvaji vibec (Gegenbaur, 1878; Goodrich, 1958).
Ve své praci jsem se zaméfila pravé na ty znaky, které odliSuji vnéjSi Zabry
bichira od ostatnich a pokusila se zhodnotit zavaznost a mozné pficiny této
odliSnosti.

Na prvni pohled je zfejmym rozdilem pfitomnost pouze jediného paru
vnéjSich Zaber, navic jesté netradicné umisténého na hyoidnim oblouku, proto
se zde pokusim shrnout pfi€iny a ddvody, pro¢ by tomu tak mohlo byt. V

ancestralnim stavu jsou u obojzivelnika pfitomny tfi pary (Duellman & Trueb,
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1986; Witzmann, 2004) a u bahniku &tyfi pary vnéjSich zaber (Rauther, 1937;
Schmalhausen, 1968), vzdy asociované s branchialnimi oblouky.

Duvodem nepfitomnosti vnéjSich zaber na branchialnich obloucich by u
bichira podle nékterych autord méla byt pfitomnost masivniho osifikovaného
operkula, které mize vnéjSim zabram ve vyvoji na zabernich obloucich branit
(Rauther, 1937; Wizmann, 2004). Hyoidni oblouk by pak zUstal jedinym volnym
a to by soucCasné vysvétlovalo i pfitomnost pouhého jediného paru vnéjSich
Zaber. Podle mych pozorovani vSak tato skuteCnost nehraje béhem vyvoje
vnéjSich Zaber bichira Zadnou roli, jednodu$e proto, Ze K jejich vzniku dochazi
tak Casné béhem embryonalniho vyvoje, Ze operkulum jako dermalni kost zatim
vubec neni pfitomno. Dokonce muzeme u starSich larvalnich stadii pozorovat
pfitomnost vyztuzenych epidermalnich lem( na branchialnich obloucich (viz
kapitola 5.1.2), které na fezu vypadaji velmi podobné jako hyoidni vnéjsi zabra.
Dobrym dlvodem pro asociaci vnéjsich zaber s hyoidnim obloukem vSak muze
byt urychleny vyvoj tohoto oblouku u bichira a skuteCnost, Ze se obecné
diferencuje dfive nez oblouky branchialni, protoze proudy neuralni liSty, davajici
vznik chrupavkam Zzabernich obloukld, obecné& odmigrovavaji v antero-
posteriornim sledu (Bronner-Fraser, 1994). Pfesny pattern migrace jednotlivych
proudl je druhové specificky, a proto bych navrhovala podivat se podrobné na
situaci u bichira, protoZze predb&zné vysledky kolegy J. Stundla naznaéuji, ze
velikost bunécné populace hyoidniho proudu neurdlni listy ma spojitost
s pfitomnosti vnéjsich Zaber na hyoidnim oblouku (J. Stundl, osobni sdé&leni).
Shodné i hyoidni aortalni oblouk je prvni, ktery se vyviji (st. 28; Kerr, 1903) a
zacina jim cirkulovat krev (st. 30; Diedhiou & Bartsch, 2009). Posteriorn&jsi
aortalni oblouky se vyvijeji az se znaénym zpozdénim (od st. 31; Kerr, 1903).
PFi tak brzkém vyvoji vnéjSich Zaber, prakticky hned po neurulaci (Diedhiou &
Bartsch, 2009), maze i nepatrna urychlenost hyoidniho oblouku byt vyhodnéjsi
pro pfipojeni a prokrveni jediné respiracni struktury embrya. Ve svém dalSim
vyvoji se poté vnéjSi zabry bichira husté vétvi a co do vysledného objemu si
nezadaji s tfemi pary vnéjSich zaber obojzivelnikl. Zda se, Ze je tento jediny
par schopny stejné dobre splfiovat respiracni naroky, jako jinde tfi pary.

V literatufe se hojné uvadi, Ze vnéjsi zabry bichira jsou vyztuzeny pomoci
chrupavcité tyCinky (Witzmann, 2004; Moy-Thomas, 1933; Budgett, 1901c),

ktera nebyla nikdy blize prozkoumana, a proto jsem se na jeji popsani chtéla ve
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sveé praci zaméfit. Zjistila jsem vSak, Ze béhem larvalniho vyvoje jsou Zabry
vyztuZzeny pouze neurcitou pojivovou tkani z extracelularni matrix, kterou
produkuji fFidce rozmisténé mezenchymatické buriky (viz kapitola 5.1.2, Tab. 3 ),
stejné jako je tomu u axolotla (viz kapitola 5.2.2, Tab. 8). Ze by zde dochazelo
k nahusténi a kondenzaci bunék nutné pro vznik chrupavky, jsem
nepozorovala. Vyobrazeni této chrupavcité tyCinky se nachazi v praci Budgetta
(Budgett, 1901c), je vS8ak pomérné nepiehledné. ZjednoduSenou pievzatou
verzi toho samého najdeme u Moy-Thomase (Moy-Thomas, 1933) u larvy délky
30 mm (Obr. 1). Ja jsem vSak nic takového u jedinct velikosti 32 a 39 mm, stale
nesoucich vnéjsi Zabry, nenalezla (viz kapitola 5.1.4, Tab. 5), stejné jako autofi
studie zabyvajici se stavbou lebky u larev (do velikosti jedince 26 mm) (Daget
et al., 1964). Mnou nalezeny vybéZek na hyomandibule daleko vice odpovida
popisu a vyobrazeni operkularniho vybézku (Allis, 1922), na jehoz chrupavditou
ploSku se vnitini stranou pfipojuje operkulum. Tento operkularni vybézek mohl
byt v minulosti Budgettem mylné uréen jako vyztuha vnéjSich zZaber (Budgett,

1901c) a dalSi autofi tento popis prevzali (Moy-Thomas, 1933).

Obrazek 1: Larva druhu Polypterus senegalus velikosti 30 mm s vyobrazenou ty€inkou, udajné

vyztuzujici vnéjsi zabry. Pfevzato z Moy-Thomas, 1933.
Dal8i skuteCnosti odliSujici vnéjdi Zabry bichira, ktera vysla najevo
béhem mé prace, je entoderm podilejici se na jejich vzniku (viz kapitoly 5.1.2 a

5.1.3). Vnitfni epitel faryngu vysila v hyoidni oblasti lateralni vybé&zky na dvou

mistech. Anteriornéji vysila entoderm vybézek smérem k vznikajicimu spirakulu,
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které se u bichirl zachovava stejné jako u paryb, jesetera a kostlina (Goodrich,
1958). Posteriornéji potom muizeme pozorovat lateralni expanzi entodermu,
ktery zasahuje aZz do nejdistalnéjSi ¢asti primordia vnéjSich Zzaber. Zda se, zZe
tyto entodermalni buniky nejen ze pfispivaji k tvorbé vnéjSich Zaber, ale Ze by
dokonce mohly byt vrstvou, ktera aktivné vytlaCuje buriky lateralné, a ma tak za
nasledek samotny vznik externich ,vyboulenin®, ze kterych se vnéjSi zabry dale
diferencuji. Tento zplasob vzniku vnéjsi struktury bychom potom mohli nazvat
endomorfickym, nebo-li procesem na jehoZz morfogenezi se podili entodermaini
zarodecny list.

Duvodem pro¢ entodermalni epitel faryngu u bichira takto expanduje
zacne byt zifejméjsi, podivame-li se jak vypada embryo ve stadiich predtim, nez
se zacCnou tvofit vnéjsi zabry. Gastrulace totiZz u bichira probiha odliSné nez u
typickych zastupcl Actinoptrygii a daleko vice se podoba gastrulaci u
obojzivelnikua a bahnikd (Obr. 2, 3), tedy linie Sarcopterygii (Diedhiou & Bartsch,
2009; Kerr, 1907). Vysledkem je velmi prostorna dutina archenteronu, jejiz
stény jsou vystlany bunkami entodermu, nebo-li presumptivnim epitelem
faryngu (Obr. 3). Takto vznikla dutina se béhem pozdni neurulace a po ni
nasledujicich stadii dorzo-ventralné stlacuje (Kerr, 1907; Diedhiou & Bartsch,
2009), pravdépodobné vlivem tlaku nové vzniklé neuralni trubice, ¢imz dojde
k zploSténi dutiny prvostteva a kvytlaCeni jiz vytvofenych bunék
entodermalniho epitelu do stran (Obr. 4). Takto se dostava entoderm i do
oblasti vzniku vnéjSich Zzaber a mohl by dokonce byt tim impulsem prvotniho

vybouleni a zvyraznéni jejich zakladu, po stranach hyoidni oblasti embrya.

Danio Xenopus

ektoderm

N

mezoderm

Obrazek 2: Srovnani gastrulace u drapatky (Xenopus) a zebfitky (Danio). Sipka oznaduje
dutinu prvostfeva, vznikajici pfi gastrulaci u obojzivelnik(l a uplné chybéjici u shodného
vyvojového stadia ryb . Podle Gilbert, 2010.
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Pokud tento vyvoj porovname s gastrulaci a naslednymi stadii u
modelového druhu pro ryby, zebfi€ky Dania reria, zjistime, Ze takto prostorna
dutina prvostfeva u néj vibec nevznika. Entoderm obalujici Zzloutkovou kouli a
entoderm tvofici strop budouciho faryngu je zde dokonce tvofen pouze jednou
vrstvou. Tento prostor je na zaCatku extrémné stlaeny a mezera zde vznika az

druhotné (Kimmel et al., 1995), pfi vzniku faryngu a ust.

Polypterus Anura Danio

Obrazek 3: Srovnani ¢asné neuruly bichira (Polypterus), zab a zebfi¢ky (Danio). Mod
embryonalniho vyvoje bichira je velmi podobny tomu, co miizeme pozorovat u zastupct
Sarcopterygni linie (Zaba). Sipka oznaduje dutinu prvostfeva. Podle Kerr, 1903; Balinsky, 1975
a Kimmel et al., 1995.

Obrazek 4: Post-neurulaéni vyvoj u bichira (Polypterus). Plivodné vytvofena dutina prvostifeva

se vlivem tlaku neuralni trubice stlauje. Zplosténi naznaceno Sipkami. Podle Kerr, 1903.
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Posledni zvlastnosti vnéjSich Zaber bichira je samotna jejich existence.
V8echny paprskoploutvé ryby totiz maji pravé rybi Zabry, které pro rozliSeni
mulzeme nazyvat vnitinimi, a v celé této linii je tendence kK jejich zdokonalovani.
Potrebuiji-li larvy téchto ryb néjaky pridatny respirani organ, pouZiji k tomuto
uCelu strukturu, kterou uz maji — modifikuji filamenta vnitinich Zzaber (toto téma
diskutuje kapitola 6.3). Dospélec bichira ma stejné jako bahnici kromé Zaber
navic jednoduché parové vzdusné vaky (Gegenbaur, 1878; Goodrich, 1958;
Liem, 1988). Ty pouziva kdychani spolu s vnitfnimi Zabrami, které jsou
vyvinuté méné, nez je tomu u jinych paprskoploutvych ryb. Misto obvyklych
Sesti zabernich obloukl, které nesou vnitfni zabry, ma bichir pouze Ctyfi.
Hyoidni oblouk nenese vnitini zabry vibec (Goodrich, 1958; Goodrich, 1909), a
misto péti branchialnich obloukd nalezneme u bichira pouze Ctyfi (Britz &
Johnson, 2003). Navic se anteriorni i posteriorni hemibranchium (dohromady
kompletni zabra — holobranchium) nachazi pouze na branchialnich obloucich I.-
Ill.. Na IV. branchialnim oblouku se nachazi pouze anteriorni hemibranchium
(Goodrich, 1958). Pravé to, ze vnitfni zabry jsou hlfe vyvinuté a plicni vaky,
které v dospélosti pomahaji pokryt respiraCni naroky, jesté nejsou vyvinuty
vubec, je pravdépodobné divodem, pro€ si larva bichira vytvofila specialni
respirani organ v podobé vnéjSich Zaber. Béhem sledovani vyvoje vnéjSich
Zaber na histologickych fezech jsem navic nepozorovala, Ze by se uz v téchto

stadiich objevovaly zaklady vnitfnich zaber.

r v

6.2 Vnéjsi zabry Tetrapod

Uvnitf Sarcopterygni linie najdeme larvalni stadia s vnéjSimi zabrami u
dvou skupin — bahnikl (Dipnoi) a obojzivelniki (Amphibia). Otazkou homologie
vnéjSich Zaber téchto dvou skupin se budu zabyvat dale (kapitola 6.4) a pro
hlubSi analyzu jsem si z divodu dostupnosti embryonalniho materialu vybrala
zastupce z tetrapodni linie.

Nejvétsi skupinou s vnéjSimi zabrami jsou obojzivelnici, existence tohoto
znaku byla dokazana i u jejich fosilnich pfedku. Vysledky mé prace na vnéjSich
zabrach axolotla (Ambystoma mexicanum) se proto dobfe hodi pro popis vyvoje
této struktury u skupiny, pro kterou jsou vnéjsi Zabry pfimo charakteristické.

VnéjSi zabry obojzivelnikld byly vzdy zjednodu$ené popisovany jako povrchoveé,
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tedy epidermalni vyrustky (Goodrich, 1958; Gegenbaur, 1878) a na jejich
povrchu se také povrchovy ektoderm opravdu nachazi. BEhem raného vyvoje
jsem v8ak nepozorovala, Ze by v zakladech vnéjSich Zaber dochazelo
k néjakému ztlusténi ektodermu (Schmalhausen, 1968), nebo Zze by se
ektodermalni list néjak vyznamné podilel na zvétSovani buné&tné hmoty
vnéjSich Zzaber. PFi procesech spojenych s utvafenim zabernich oblouku
dochazi k uzavieni mezodermalniho zarode¢ného listu mezi vnéjsi ektoderm a
vnitfni entoderm, do takto vzniklého kanalu navic proudi buriky neuralni listy
(detailnim studiem zpUsobu migrace hlavovych bunék neuralni listy u axolotla
se zabyval Cerny et al., 2004). K ristu vnéjsich Zaber situovanych na lateralni
strané zabernich obloukl poté dochazi pravé prodluzovanim obloukového
centra, kde se nachazi buriky neuralni listy a mezodermu (viz kapitola 5.2.2,
Tab. 7). Narozdil od bichira, u axolotla faryngealni entoderm do vnéjSich zaber
nezasahuje, je od nich oddélen vznikajicimi chrupavCitymi elementy
branchialnich obloukl a mezi nimi vysila vybézky ventralnim smérem, coz
koresponduje s ventralni pozici prolamujicich se Zzabernich $térbin u ocasatych
obojzivelnikd (Schmalhausen, 1968). Vyslednou vyplfi vnéjSich Zaber u axolotla
tvofi mesenchymatické bunky produkujici extracelularni matrix a diky praci mé
kolegyné Klouckové (Klouckova, 2011) se podafilo dokazat, Zze tyto buriky,
vyplfujici lumen vnéjSich zaber, jsou u axolotla plivodem z neuralni [iSty.
Z mezodermu tak vznikaji pouze svalova vlakna a pravdépodobné i cévy
zajistujici krevni zasobeni (viz kapitola 5.2.3).

U obojzivelnikd jsou vnéjsi zabry asociovany s distalnimi elementy
branchialnich obloukl I.-Ill. (Witzmann, 2004, Duellman a Trueb, 1986), jsou
tedy pfipojeny na nejdorzalnéjsi ¢ast hyobranchialniho aparatu, ktery je u
obojzivelnikd ve srovnani s jejich rybimi pfedky redukovany. VétSina autord
povazuje tyto elementy za ceratobranchialia (Reilly & Lauder, 1988;
Schmalhausen, 1968; Witzmann, 2004; Schoch & Witzmann, 2011) a chybéjici,
redukované elementy za epibranchialia a pharyngobranchialia (ancestralné
pritomné u Celistantcl, de Beer, 1937). Existuji ale i nazory, Ze se redukovaly
nékteré z proximalnich ¢asti branchialniho oblouku a distalni element je
epibranchialium (Deban & Wake, 2000; podle Carroll, 2007). Pokud vsak

chceme tyto elementy povazovat za homologni elementim nachazejicim se ve
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stejné pozici u Actinopterygii, Dipnoi, Latimerie i vodnich pfedku tetrapod, musi
se jednat o ceratobranchialia (Reilly & Lauder, 1988).

K ceratobranchialiim jsou vnéjSi zabry u ocasatych obojzivelnika
pfipojeny pomoci dvou oddilt svall, ventralnich mm. depressores branchiarum
a dorzalnich mm. retractores branchiarum (Schmalhausen, 1968). Edgeworth
(Edgeworth, 1935) ve své praci nazyva dorzalni oddil svallt mm. levatores
branchiarum a zajimavé je, Ze jednotlivé svaly nejsou na ceratobranchialia
pfipojené tak, jak bychom ocfekavali. Levator I. je pfipojen na
ceratobranchialium [l. a levatory Il. a Ill. se spoleCné pfipojuji na
ceratobranchialium Ill. Mné se bohuzel diky nedostatku vhodné vedenych Fezl
nepodafilo u axolotla tuto skute€nost ovéfit. | v pfipadé, Ze by tomu tak bylo, je
vSak pfisludnost vnéjSi Zabry danému oblouku jasné uréena branchiadlni arterii,
ktera ji zasobuje krvi (viz kapitola 2.1).

Otisk vnéjSich Zaber se dochoval na mnoha fosiliich paleozoickych
tetrapod, a je tak zfejmé, ze se objevily jiz pfed vznikem skupiny Lissamphibia.
Jiz u téchto predkld obojzivelniki se mohla objevovat neotenie a v pfipadé
metamorfézy se misto rychlého procesu jednalo spiSe o pozvolnou, méné
dokonalou pfeménu (Boy & Sues, 2000). Proto je obtizné rozlisit larvalni a
metamorfujici jedince od dospélcl, navic byl stejny druh v rdzné Zivotni fazi
Casto popisovan rGznymi jmény. Fosilie s vnéjSimi zabrami patfi pravé mezi
drobné, malo osifikované, pravdépodobné larvalni formy, které fadime do dvou
skupin — Temnospondyli a Seymouriamorpha. Z Temnospondylu byly tfi pary
vnéjSich Zaber nalezeny napfiklad u Sclerocephala, Micromelerpetona,
Apateona (Boy & Sues, 2000) a Archegeosaura (Witzmann, 2004). Druha
skupina tetrapod s vnéjSimi Zabrami (také tfi pary) jsou Discosauriscidae
(Utegenia, Ariekanerpeton, Discosauriscus), patfici mezi Seymouriamorpha,
ktefi jsou sesterskou skupinou dnesnich Amniot. Plivod skupiny Lissamphibia je
stale diskutovan a nazor, Ze predci dnesnich obojzivelniki pochazeli ze skupiny
Temnospondyli (Bolt, 1969) je jen jednim z nich. Witzmann (Witzmann, 2004)
proto predpoklada, ze vnéjSi zabry se vyskytovaly nejen u pfimych predku
dnesnich obojzivelnikdl, ale ze byly plesiomorfnim znakem pro celou korunovou
skupinu tetrapod.

| pfesto, ze byly vnéjSi zabry u obojzivelniki vzdy tak rozSifené,

nemusely byt vzdy adaptivhim znakem bezpodmine¢né nutnym pro prezZiti
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jedince. Nékteré studie prokazaly, ze larvy ocasatych obojzivelnik(l jsou za
normalnich podminek schopné vykazovat stejnou spotfebu Kkysliku i po
s zabrami a bez nich se ukazaly az pfi extrémné nizkych koncentracich kysliku,
kde byli jedinci s Zabrami zvyhodnéni. Kozni dychani se ale jinak ukazalo jako
dostacujici. | normalni neotenicti jedinci s vnéjsSimi Zzabrami pfi bézném dychani
z velké Casti spoléhaji na kozni dychani (Guimond & Hutchison, 1976; podle
Duellman & Trueb, 1986). U fosilnich zastupcl se da kozni dychani tézko
potvrdit a z ddvodu velkych télesnych rozméri a Supinatého télniho pokryvu
muze byt povazovano za nepfili§ efektivni (Witzmann, 2007). Mezi vySe
zminénymi tetrapody (Temnospondyli a Seymouriamorpha) ale najdeme i
drobné zastupce (nebo larvy) a jedince s odlehéenymi Supinami, tvoficimi télni
pokryv podobny pokryvu u Cervoru, ktefi naopak mohli dychat skrz pokozku
(Boy & Sues, 2000).

wvewv s

Piskor (Misgurnus fossilis) je jeden z druhu kostnatych ryb (Teleostei), u
jejichz larev najdeme pfidatné vnéjSi respiracni struktury. Teleostei jsou
vrcholova, nejpokrocilejsi radiace ryb a jejich zabry (,vnitini“) dokonale slouzi
své funkci. Pokud jejich larvy potfebuji pfidatné dychaci organy pro pfijem
kysliku z vody, pomizou si modifikaci vyvoje vnitinich Zaber, které uz maji.
paryb, u kterych jsou znaméjsi a byla v minulosti hojnéji popisovana (Goodrich,
1909; Goodrich 1958; Wyffels, 2009).

Filamenta se zakladaji na vnéjSi hrané vznikajicich Zabernich oblouku
jesté pred viditelnym protrzenim Zabernich Stérbin, coZz naznacuje, Ze jsou
odvozena od vnéjsiho zarodecného listu (ektodermu). To potvrdily i histologické
fezy, kde je patrné, Ze mezi vznikajicim filamentem a entodermalni vrstvou
nedochazi ke kontaktu a i v misté protrzeni Zaberni stérbiny jsou entodermalni
a ektodermalni vrstva stale jasné odliSitelné (viz kapitola 5.3.2). Vyvoj vnéjSich
zabernich filament u piskofe proto mizeme povazovat za epiblasticky, nebo-li
ektomorficky (odvozeny z vnéjSi zarodecné vrstvy, bez uc€asti vrstvy vnitini).

Ektodermalni plavod téchto filament zaroven znamena, ze i vnitfni definitivni
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zabry minimalné zc€asti vznikaji z ektodermu, protoze z plvodné vnéjSich
filament se (po prekryti operkulem) stanou filamenta vnitfnich Zzaber, ktera
pokracuji ve vyvoji a zvétSovani komplexnosti celé struktury (viz Tab. 11).
Ektodermalni plavod zZaber u piskofe je v souladu s pfedpokladanym
ektodermalnim puvodem zaber Celistnatych obratlovct (Gaisler & Zima, 2007),
nebo alespon kostnatych ryb (Goodrich, 1958). Naproti tomu u paryb, nékdy
a misto zlateralni hrany branchialniho oblouku vybihaji skrze perforované
Zaberni Stérbiny (Ballard et al., 1993), s pfipojenim na posteriorni stranu
zaberniho septa (Goodrich, 1958; Basten et al., 2011). Dlvodem odliSného
vyvoje, mlze byt odliSna stavba zaber samotnych u paryb (Obr. 5.);
prodlouzené Zaberni septum je u nich delSi nez samotna Zaberni filamenta a

jejich lamely (Gegenbaur, 1878; Goodrich, 1958; Wilson & Laurent, 2002).

Elasmobranchii Teleostei
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Obrazek 5. Porovnani stavby zaber u zZralokt (Elasmobranchii) a kostnatych ryb (Teleostei).
Prevzato z Wilson & Laurent, 2002.

Pokud porovname pokrocilost vyvoje zabernich obloukll a samotného
Zaberniho aparatu piskofe se stupném vyvoje Zaber v dobé lihnuti u jinych

druhd ryb, je na prvni pohled patrné, Ze branchialni aparat je u piskofe méné
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vyvinut. U druhu Oncorhynchus mykiss mizeme v dobé lihnuti pozorovat
diferencovana zaberni septa s velkym pocétem kratkych zabernich filament ve
dvou Fadach (anteriorni a posteriorni), ve kterych jsou jiz pozorovatelné krevni
bunky (Gonzalez et al., 1996). U druhu Salmo salar najdeme dokonce na
Zabernim septu 30-80 filament znacné délky ve dvou fadach (Wells & Pinder,
1996). Pokud se ale podivame na zastupce fadu Cypriniformes (kam patfi i
piskof), ma modelovy druh Danio rerio Zabry vyvinuté podstatné méné. V dobé
lihnuti se filamenta teprve zacinaji tvofit, a to ve formé malych hrbolkd na
posteriorni strané Zaberniho oblouku (Kimmel et al., 1995). Podobny vyvoj
najdeme také u dalSich zastupcl fadu Cypriniformes z Celedi Cobitidae —
Cobitis takatsuensis (Shimizu et al., 1998), Misgurnus anguillicaudatus
(Fujimoto et al., 2006) a Cobitis taenia (KryZzanovskij, 1949). To vSe naznacuje,
ze zabry u sekavcovitych ryb (mozna i celého fadu Cypriniformes obecné) maji
opozdény vyvoj a v dobé lihnuti jsou méné vyvinuté nez je obvyklé. Bylo
nicméné dokazano, ze v obdobi lihnuti zavisi larvy ryb (i u druhl s vyvinutéjSimi
zabrami) prevazné na koznim dychani (kupfikladu studie na druhu
Oncorhynchus tshawytscha, Robmbough & Ure, 1991). Rychle se vyvijejici
zabry potom prebiraji vétsi a vétsi podil na respiraci (Wells & Pinder, 1996). U
sekavcovitych ryb se vSak larvy vyvijeji v bentickém prostfedi (Nelson, 2006) s
horSi dostupnosti kysliku a pasivni pfijem skrz pokozku pravdépodobné neni
dostacujici. Zda se tedy, Ze v rekaci na hypoxické prostfedi si tyto larvy z jiz
preddefinovaného povrchového epitelu, topograficky pfeduréeného pro vznik
Zaber, urychleng vyvinou jednoducha vnéjsi filamenta. Zaberni filamenta, ktera
se posléze integruji do kompexni struktury vnitfnich Zaber, tak ve vyvoiji
pfedbéhla vznik samotného Zaberniho septa, na kterém normalné Zzabry
vznikaji, a operkularniho zahybu, ktery je pfekryva. Tento posun naznacuje, Ze
vneéjSi pozice zabernich filament je disledkem heterochronie, ktera zpusobi, ze
filamenta, ktera by normalné byla vnitfni, se vyvinou dfive a nez dojde
k dovyvinu branchialni oblasti a vzniku Zabernich sept prekrytych operkularnim

zahybem, pIni svou funkci ,vné&“ a k jejich posunu dovnitf dojde az sekundarné.
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6.4 Problematika homologie

Podivame-li se na vyskyt vnéjSich zaber a vnéjSich zabernich filament u
recentnich skupin (Obr. 6), hned nas napadne, zda jsou tyto struktury
homologické, tedy zda existoval néjaky spoleCny pfedek v8ech téchto skupin,
ktery mél vnéjsi zabry.
odliSnou strukturou, jak navrhoval jiz Goodrich, ktery je jako prvni odlisil
(Goodrich, 1909). V podstaté se nejedna o feSeni problému s nedostupnosti
kysliku pomoci nové vzniklé struktury, namisto toho je diky heterochronii
umoznén pfed€asny vyvoj a funkénost oblasti primarni vymény dychacich
plynQ, stavajici respiracni struktury — jednotlivych filament vnitfnich Zaber.
Chondrichthyes a Actinopterygii. U mnou studovaného piskofe se jedna o
strukturu odvozenou z ektodermu, ktery da vznik vnitinim zabram. Stavba zaber
u paryb je vSak odlidna (Obr. 5.) a v minulosti byly spolu s Zabrami kopinatce a
Cyclostomat oznacovany i jako entodermalni (Gegenbaur, 1901). To, zda jsou
mulzeme vibec za homologické povazovat jejich zabry a to je stale jednou

z velkych nezodpovézenych otazek srovnavaci zoologie a evolucni vyvojové

biologie.
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Obrazek 6. Vyskyt vnéjsich respiranich struktur, na kladogramu ukazujicim hlavni vertebratni

linie. S pouzitim kreseb M. Kral ovice.
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Mezi zastupci s pravymi vnéjSimi zabrami byl vzdy stavén stranou bichir.
Z mych vysledku je vSak patrné, Zze vysledna stavba vnéjSich zaber bichira je
obdobna jako u axolotla. Vyztuzeni pomoci specialni chrupavdité struktury,
které byvalo jednim zhlavnich duvodld odliSnosti vnéjSich Zaber bichira
(Witzmann, 2004), se neprokazalo. A duavod pfitomnosti vnéjSich Zaber na
hyoidnim oblouku se zda byt Cisté prakticky - vnéjsi Zabry na hyoidnim oblouku
dokazou byt funkéni dfive, nez branchialni vnéjsi Zabry. Nemusi se tedy jednat
0 novou hyoidni strukturu, ale jen o posun pfidatné respiraéni struktury smérem
k co nejranégjSi funkCnosti. V ramci linie Actinopterygii je ale bichir jedinym
zastupcem s vnéjSimi zabrami, a proto se pfitomnost vnéjSich Zaber u
spole€ného pfedka Actinopterygii a Sarcopterygii zda nepravdépodobna.

V ramci Sarcopterygni linie jsou dvé skupiny s vné&jSimi Zabrami — Dipnoi
a Amphibia. Z divodu nedostupnosti embryonalniho materialu nejsou po
histologické strance vnéjSi zabry bahniki moc dobfe prostudované, ze starSich
praci se v8ak zda, Ze jsou velmi podobné jako vnéjSi zabry obojzivelnikl a
bichira, jen misto tfech parl jako u obojzivelnikl maji bahnici tyfi pary vnéjSich
zaber (Kerr, 1900; Kerr, 1909; Budgett, 1901b). Ackoliv v8ak redukce poctu
parl zaber jsou u obojzivelniki pomérné Casté (Duellman & Trueb, 1986),
rudimentarni Ctvrty par se u nich nikdy nepodafilo najit (Witzmann, 2004;
Schoch & Witzmann, 2011). Fosilni pfedci dnesnich bahnikl navic obyvali
morské prostredi, pfi¢emz pravé vnéjSi Zabry byly dosud popsany pouze u
sladkovodnich druhl. Puvodni zastupci méli také velmi dobfe vyvinuté vnitini
Zabry (Campbell & Barwick, 1986; Bemis, 1986), tudiz byli daleko podobné;si
dneSnimu Neoceratodovi, ktery narozdil od odvozenéjSich bahniku z Celedi
Lepidosirenidae (Burggren & Johansen, 1986) vnéjSi Zabry nema.

Pokud si tedy vymapujeme vyskyt vnéjSich Zaber na fylogenetickém
stromé (Obr. 6.), najdeme tento znak pfitomny ve tfech samostatnych liniich a
popsanych vySe muzeme s velkou pravdépodobnosti vyloucit, Ze se v tomto
pfipadé jedna o klasickou homologii, ve smyslu exprese stejného fenotypu
zdédéného od spolec¢ného predka vSech téchto skupin (Wake et al., 2011).
V dnesni dobé& molekularnich pfistupl se v8ak ukazuje, ze homologie ma
mnoho podob a velmi zalezi na hloubce a hierarchickém stupni, na kterém dané

struktury porovnavame. Srovname-li si vedle sebe, jak se z morfogenetického
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hlediska vyviji vnéjsi respiracni struktury u tfech mnou studovanych druha (P.
senegalus, A. mexicanum, M. fossilis), najdeme tfi naprosto odliSné mody
vyvoje. OdliSny vyvoj neni tak pfekvapivy u vnéjSich Zabernich filament piskofe,
vezmeme-li v Uvahu, Ze se vlastné jedna o vnitini zabry. VnéjSi Zabry axolotla a
bichira jsou si v8ak ve vysledku velmi podobné, a proto jsou tak rozdilné cesty
vedouci ke ,stejnému” vysledku zajimavé. Jednou je totiz dominujici vrstvou
zodpovédnou za to, Ze embryu ,narostou” vnéjSi Zabry neuralni lista (axolotl), a
podruhé se zda, Ze tu samou roli pfebira b&hem Casné embryogeneze
entoderm faryngu (bichir) (Obr. 7). Ztohoto uhlu pohledu, vzhledem
k rozdilnostem ve vyvoji, by se daly tyto tfi respiracni struktury povazZovat za
analogické (struktury se stejnou funkci jako jiné struktury u rozdilnych
zivocichu), vzniklé konvergenci (sensu Owen, 1843; podle Wake, 2003).
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Obrazek 7: Schematizovany nakres jednotlivych moda vyvoje vnéjsi respiracni struktury u tfech
mnou studovanych druhd. (A-A"") Polypterus senegalus, (B-B"") Ambystoma mexicanum,
(C-C™") Misgurnus fossilis. Barevné vzdy zvyraznéna zarodecna vrtstva fidici morfogenezi

vnéjsi respiracni struktury u daného druhu (Zluté — entoderm, zelené — neurdlni lista, modfe —
ektoderm). (A-A"") Entoderm se vyrazné podili na na tvorbé& vnéjSich Zaber a spoluutvafi
respiracni epitel. (B-B"") Entoderm nepronika do oblasti vnéjSich zaber a je od nich oddélen
vznikajicim chrupavc€itym ceratobranchialiem (B""). Nevybarvené hvézdicovité bunky predstavuji
mezenchym puvodu jiného, nez neuralni listy. (C-C"") Entoderm se nepodili na tvorbé vnéjsich

Zabernich filament, i v misté Zaberni Stérbiny jsou hranice epitelt jasné oddélené (C™).

Podminkou pro ureni konvergentniho vzniku u dvou podobnych struktur
je odhaleni rozdilnych genovych kaskad, vyuziti riznych vyvojovych modult
nebo odlisny mechanismus vzniku. Konvergentné napfiklad do$lo k prodlouzeni
téla v nékolika liniich ocasatych obojzivelnikl, jednou zmnozenim obratld a u
jiné skupiny prodlouzenim stavajicich jednotlivych obratli. K dosazeni stejného
vysledku tak obé skupiny dosly s vyuZitim jiného vyvojového mechanismu, tudiz
konvergentné (Wake, 2011). V pfipadé vnéjsSich zaber byly odhaleny odliSnosti
v detailech rané morfogeneze, uz Owen si ale uvédomoval, Ze vyvoj je Casto
pfedmétem druhové specifickych modifikaci (Owen 1848; podle Hall, 2012) a
nikdy tedy nepodmifioval homologii shodnym vyvojem.

Soucasné molekularni studie navic odhaluji, Zze struktury, které na
zakladé klasickych kritérii (morfologie, fylogenetika) nebyly povazovany za
homologické, vyuzivaji stejné genové kaskady Ci vyvojové drahy. V mnoha
pfipadech se totiz ukazuje, Zze vyvojové moduly a genové regulaéni sité, jak
jednou vzniknou, maji tendenci pretrvat a v pfipadé potfeby byt znovu vyuZity
(Hall, 2012). Takovéto znovuvyuziti genovych regulacnich siti ¢i moduld, v
evoluci davno vzniklych, bylo nedavno nazvano hlubinnou homologii (Shubin et
al., 2009) a pfi blizSim zkoumani se zjistilo, Ze se jedna o velmi Casty jev.

Klasickym pfipadem konvergentné vzniklych struktur byly vzdy oci.
Vysoce komplexni komorové oko obratlovcl bylo povazovano za odliSné a
vzniklé nezavisle na slozeném oku hmyzich zastupcu. Tyto dvé skupiny
(vertebrata, insecta) jisté nemély spole¢ného pfedka, ktery uz mél vyvinuté oko
jednoho konkrétniho typu; rozhodné vSak mély spoleéného predka, ktery néjaké
oko mél a pouzival ho k vidéni. Recentné vychazi najevo, Ze tyto dva rozdilné
typy oéi sdileji shodné transkripCni faktory (Pax 6, Eyless), a Ze dokonce

svétloCivné organy vSech zivoCichu vyuzivaji receptivni kaskadu zaloZzenou na
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opsinu. Tento pfipad je povaZovan za klasickou hlubinnou homologii a vSechny
dnesni zpusoby svétloCivosti u bilaterii jsou tedy odvozeny od fotoreceptivni
burniky spole¢ného predka, ktery vyuzZival genovou kaskadu s transkripénim
faktorem Pax 6 vedouci k produkci opsinu (Shubin, 2009). Touto problematikou
se blize zabyva nékolik ¢lankd (Kozmik, 2005; Vopalensky & Kozmik, 2009;
Oakley, 2003).

Vratime-li se kvngjSim zabram, vzhledem k vzajemné podobnosti a
identické funkci si i zde lze pFedstavit, Ze ve vice vyvojovych liniich doslo
k opétovnému vyuziti stejného fyzilogického modulu, spusténého nedostatkem
kysliku. Potfeba pfidatného dychani by mohla paralelné u v8ech linii spustit
stejnou starobylou kaskadu vedouci k vytvofeni vnéjSi respiracni struktury
v pfedem definované branchialni oblasti; rozdily v Easné morfogenezi by pak
byly zplsobeny pouze rozdily vychazejicimi z fylogenetické vzdalenosti a
odliSnych podminek danych embryologickym nastavenim jednotlivych
organismu. Data zabyvajici se expresi transkripnich faktord ve vnéjSich
zabrach zatim naprosto chybéji a z vy$e popsanych davodu se ukazuje, Ze jsou
pro pochopeni problematiky vnéjSich Zaber a posouzeni jejich homologie, at’ uz
na jakékoliv urovni, naprosto klicova. Odhaleni takového pfipadného hlubinné
sdileného fyziologického modulu, a také detailni popsani vyvojovych procesu,
zodpovédnych za vznik vnéjSich Zaber je tedy smér, ktery by do této
problematiky mohl vnést vice svétla, a kterym by se vyzkum v této oblasti mél

dale ubirat.
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7 Zaver

V této praci byl dikladné prostudovan vyvoj vnéjsich zaber u dvou druhu,
zakladniho stavu vnéjSich Zaber poslouzil axolotl druhu Ambystoma mexicanum
(Amphibia), tento zakladni mod vyvoje byl srovnavan s detaily vyvoje vnéjSich
zaber u bichira druhu Polypterus senegalus (Actinopterygii). Pro pochopeni a
popsani rozdili mezi vnéjSimi zabrami a vné&jSimi zabernimi filamenty byla
dikladné studovana morfogeneze vnéjSich zabernich filament u piskofe druhu
Misgurnus fossilis (Cobitidae). Byla shromazdéna data o celkovém vnéjSim
vyvoji a postupné stavbé, o dynamice morfogenetickych pochodl za¢astnénych
zarodeénych vrstev a detailni histologii respiracnich struktur vySe uvedenych
druhd.
jednodussi respiracni strukturou. Jejich vyvoj je velmi rychly a jedna se vlastné
0 pouhé vytazeni kapilarni smycky potazené vnéjSim ektodermalnim epitelem,
tvoficim pokryv téla. Tato prvni filamenta vznikaji na lateralni hrané zabernich
obloukl diky heterochronii dfive, nez je vyvinuta samotna branchialni oblast.
Tento netypicky stav trva pouze kratce a v dalSim vyvoji se filamenta integruji
do branchialni oblasti a stanou se prvnimi filamenty vnitfnich Zzaber, které dale
rychle nabyvaji na komplexnosti. Hlavnimi rozdily, které byly zjistény u vnéjsi
Zabernich filament a odliSuji je od vnéjSich Zaber, jsou absence vyztuZeni
vnéjSich Zabernich filament ve formé bunék produkujicich extracelularni matrix,
absence svalovych vilaken uvnitf filament a persistence téchto pivodné vnéjsich
filament jako soucast celoZivotné pfitomnych vnitfnich Zaber.

Pro pravé vnéjsi zabry byly popsany dva odliSné zpusoby raného vyvoje.
U bichira pfispiva tkanové do vnéjSich Zaber entodermalni epitel faryngu,
naproti tomu u axolotla nic takového nepozorujeme, entoderm zde zuUstava
striktné uzavien uprostfed mezi chrupavkami vyztuZujicimi branchialni oblast, a
do vnéjSich Zaber se dostavaji hlavné bunky neurdlni listy, spolu
s mezodermem svalovych vlaken. Zjisténé odliSnosti byly diskutovany vzhledem
k odliSnému nacdasovani vzniku vngjSich Zzaber a krozdilim v ¢asné

embryogenezi vychazejicim z fylogenetické vzdalenosti obou druhu. Pfitomnost
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chrupavcité vyztuhy vnéjsSich zaber u bichira, coz byval hlavni davod pro jejich
odliSnost od vnéjSich zaber obojzivelnikl, se nepotvrdila. Shrnuti proximatnich
pfi€in hyoidni pozice vnéjSich zaber u bichira ukazuje mnoho davodl, pro¢
k tomuto posunu mohlo dojit a proc€ je tato pozice pro bichira vyhodnéjsi, nez
umisténi na branchialnich obloucich, jako je tomu u obojzivelnik( a bahnika.

Data prezentovana v této diplomové praci vyznamné rozSifila naSe
védomosti o0 vzniku a vyvoji pfidatnych respiracnich struktur a umozZznila
kone¢né srovnavat jednotlivé aspekty vyvoje mezidruhové. Vzhledem
k popsanym rozdilim, danym pfizpusobivosti a proménlivosti vyvoje, na kterém
také pracuje evoluce, nejsou v8ak tato zjisténi dostatena pro konecné
posouzeni vzajemné homologie vnéjSich respiracnich struktur. Byly proto
predstaveny rizné koncepty homologie s cilem vyjevit, na ktery typ dat je
dllezité se v budouci praci zamérit. Jako nezbytné se ukazuje popsat genovou
expresi ve vnéjSich Zabrach a odhalit klicové transkripCni faktory fidici vznik
vnéjSich zaber. Zajimava zjisténi také muUze pfinést zatim nepublikovana prace
zabyvajici se migraci bun&k neuralini lity u bazalnich Actinopterygii (J. Stundl),
kde se ukazuje nezvykle pocetna populace bunék hyoidniho proudu u bichira,
coz by mohlo znamenat, Ze i tady jsou vnéjsi zabry tvofeny burikami neuralni
liSty.

Unikatnost vnéjSich zaber jednotlivych druhl vSak stale zuUstane
zachovana ve zpuUsobu, jakym embryo vzdy vyuzije pravé ty zarodecné vrstvy,
které zrovna ma k dispozici, i pokud se nakonec podafi ukazat, ze ke vzniku
vnéjSich Zzaber pokazdé dojde aktivaci prastarého fyziologického modulu, ktery

je spoustén nedostatkem kysliku.
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External gills of vertebrate larvae are generated by dissimilar
developmental processes: implications for homology

Barbora Crkvova, Lenka Klouckova and Robert Cerny1

'Department of Zoology, Charles University in Prague, Prague, Czech Republic

External gills can be found in many vertebrates including lungfishes, amphibians and
bichirs. Together with outer gill filaments (present in larval chondrichthyans and some
actinopterygians) they represent key larval adaptations of vertebrate embryos and larvae. They
usually form very early, before gill slits are pierced, and they are generally considered same
structures that develop as ectodermal outgrowths on the head surface.

In a search for a common underlying mechanism responsible for formation of external
gill structures, their developmental morphogenesis was studied in the Mexican axolotl (A.
mexicanum), Senegal bichir (P. senegalus) and weather loach (Misgurnus fossilis). External gill
filaments of weather loach represent simple prolongations of the outer ectoderm lining that form
numerous filamentous structures. The Mexican axolotl develops three pairs of voluminous
external gills on branchial area. Here, the epithelial surface is generated by the outer ectoderm
while mesoderm and neural crest cells provide muscles and abundant supporting mesenchyme,
respectively. The Senegal bichir develops instead only one pair of external gills on the hyoid
arch. These structures develop very early, after neurulation and are primarily formed by
endoderm pouching that brings this inner epithelial lining out of the head so that majority of
outer gill epithelium is of endoderm origin. External gills in vertebrates can therefore be formed
by dissimilar developmental processes; the main formative constrain of the bichir development

is the mode of gastrulation, as will be discussed.
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