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OPONENTSKY POSUDEK

doktorské disertani prace Mgr. Pavly Havelkové: “Ontogenetic development of the pectoral

girdle in Anura®.

Doktorska disertaéni prace Mgr. Pavly Havelkové: ,, Ontogenetic development of the pectoral
girdle in Anura® byla vypracovana vramci doktorandského studia na Ustavu zoologie
Biologické fakulty Jiho¢eské Univerzity pod vedenim Skolitele Doc.RNDr Zbyiika Rocka,
DrSc z Paleobiologické laboratote GU CAV a Zoologického tstavu P¥F UK v Praze.

Disertace byla piedloZzena v anglickém jazyce v jednom utlém vdzaném svazku o 79
strojopisnych stranach ( s 5 tabulkami). Prace je rozdélena do 4 logickych kapitol. Poslednich
8 stran zaujima vycet pouzité literatury, obsahujici kolem 130 citaci vétSsinou moderniho
zahrani¢niho pisemnictvi. Do ¢&asti textové je vlozeno 119 obrazkl, zvlasté barevné
dokumentace mikroanatomickych fezii a schémat zkoumané oblasti, jakoz i 3 tabulky..
Disertace dustojné navazuje na evolu¢né¢ morfologickou problematiku, vniz si Ceska

morfologicka skola ziskala svymi dosavadnimi vysledky mezinarodni respekt.

V prvni uvodni kapitole probird struéné autorka nejprve soucasné znalosti o stavbé
pektoralniho pletence u ,, primitivnich™ obojzivelnikti a zvlasté primitivnich Salientii a aby se
dostala k modernim zabam, kaudatim a nakonec piehledné k ramennimu pletenci ostatnich

obratlovcu.



Druhou kapitolu vénuje ,,materialu a metodice®. V praci pouzila larvalni materiél i dosp€lce u
sedmi druht z péti ¢eledi Anur . Celkem kolem pétiset larvalnich individui bylo moZno
zatadit do vyvojovych stadii 50-66, podle tabulek Nieuwkoopa a Fabera (N/F). Materiél
barvila alcidnovou modii a alizarinem a projastiovala glycerolem. Pouzila také né&kterych
histologickych sérii Discoglossa z nichZ vytvofila trojrozmérné modely, jejichZ obrazy vSak
nereprodukuje.

Tteti kapitola je vénovéna ,,Vysledkim®. Nejprve probira anatomii jednotlivych skeletalnich
elementf pletence u dospélet od lopatky po sterndlni elementy. Ve druhé subkapitole pak
podava popisy vyvoje téchto elementl stadium po stadiu u jednotlivych sedmi studovanych
druhti zab.

Ctvrtou kapitolu autorka rozdélila do tii subkapitol, v nichZ diskutuje nejprve ontogeneticky
vyvoj jednotlivych studovanych skeletnich elementti ramenniho pletence. V subkapitole
nazvané nezvykle , Transformace pletence u piedkl Zab“ se zabyva evoluci tohoto pletence.
Posledni puldruhé stranky této kapitoly venuje  pak autorka piekryvani pérovych
epikorakoidi, jako ¢asté asymetrii téchto skeletnich elementti.

Pata kapitola je vénovana souhrnu celé disertace, v $esté je podékovéani vedoucimu prace a
spolupracovnikiim a sedmé je tvofena soupisem pouzitého pisemnictvi.

Z disertace vyplyva, Ze pektoralni pletenec se vyviji teprve po humeru ze tiech
chondrifika¢nich center, patficich zdkladim enchondralné osifikujicich kosténych utvari
skapuly, korakoidu a prokorakoidu. Tyto tutvary pak vytvafeji extense chrupavcitého
epikorakoidu a supraskapuly. Sterndlni elementy povaZuje autorka za evolu¢ni novinky,
nahrazujici interklavikulu temnospondylovych predki anur. Enchondrélni elementy se podle
autorky vyvinuly v evoluci z jednotného skapulokorakoidu pfedktt anur pedomorfosou a
dermalni elementy se redukovaly na klavikulu a kleitrum. Redukce osifikace ramenniho
pletence potvrzuji podle autorky neotenni pivod Anur.

Tolik tedy k vysledkim piedloZené disertace. Je jen pfirozené, Ze &tenafe celého dila napada
fada doplitujicich poznamek a otdzek k vysledkim autoréina vyzkumu. Po strance obsahové
nelze disertaci vytykat néjaké chyby v interpretaci jejich studif — kone¢né tyto vysledky byly
piedlozeny do svétové prioritniho morfologického asopisu a prosly recensi nejvyssich
oponenttl. Pfesto si oponent dovoluje z divodt diskusnich predlozit svij dotaz z okrajové,
ale malo znamé oblasti evolu¢ni historie komplexu sterna a a Zeber. Je sternum skute¢né
evoluéni novinkou a evolvovalo se pozd&ji neZ pletenec a nezavisle v riiznych liniich
tetrapod, nebo spojeni sterna se Zebry mohlo existovat u fosilnich amfibii, ale chrupav¢ita

tkan se nemohla zachovat?



Z naseho kratkého vyctu vysledkl a poznamek vSak nevyplyva, kolik mravenc¢i prace autorka
musela vynalozit, aby v zaplaveé stovek preparati dospéla k predlozenym zavérim. Préce je
psana s precisni Zzenskou peclivosti a dobrou ¢estinou, ovSem Ctenafi se zda jeji sloh az pfilis
usporny, jakoby byla psdna pro ¢asopiseckou publikaci . Zasluhovala by si proto pfeklad
celého textu do ciziho jazyka. V tom ptipadé bych doporucoval jesté dokumentovat avizované
trojrozmérné rekonstrukce rozsifit také histologickou dokumentaci. Také bych doporucoval
zafadit do seznamu pisemnictvi Roc¢kovu ,,Historii obratlovcli™, kterd ma jes$té vys$si Groven

nez citovana monografie Romerova.

Zavér

Piedlozena doktorska disertace Mgr.Pavly Havelkové:*“ Ontogenetic development of the
pectoral girdle in Anura® je dilo, které rozsifuje nase dosavadni znalosti o zkoumané oblasti a
je tedy vyznamné zvlasté z hlediska obecné biologického. Autorka prokazala schopnost k
samostatné¢ védecké praci, kterd ji umoznila dosahnout nékterych prioritnich vysledki a
obohatit tak nasi i sv€tovou odbornou literaturu. Z téchto divodi oponent doporucuje

piijmout piedloZenou disertaci po jeji obhajobé jako podklad pro dalsi doktorské fizeni

V Plzni dne 10.6.2006.

Prof. MUDr.RNDr.Jaroslav Slipka,DrSc



Posudek na doktorskou disertaéni praci BF JEU 2006
Pavla Havelkova: Ontogenetic development of the pectoral girdle in Anura

PredloZena prace se ponékud vymyka dnes jiz standardni zvyklosti koncipovat disertaci jako struéné
komentovany soubor nékolika Casopiseckych sdéleni. Takovéto konstatovani miZe byt, poditdm, obecn&
vniméano jako jednoznaény odsudek spisu. Pokladam tedy za nezbytné upozornit, Ze pfinejmeniim v daném
piipadé je minim spiSe jako kompliment - ostatng, co stafec, nesdilim jiZ presv&d&eni, ze dnedni stav musi byt
nezbytné lep$i neZ minulé varianty. Prace m4 formu ucelené monotematické monografie, je psana velmi
koncisni angli¢tinou a i kdyZ formaIn& neni rukopisem ptedkladanym do tisku, zjevn& spliiuje viechna kriteria
potencialniho pfijeti do renomovaného Casopisu. Neskryvam presvédéeni, Ze takovyto rozvrh disertaéniho
projektu miize byt v lectems (pfinejmensim jako pedagogicky pocin) uZite¢n&jsi nez obligatorni cviteni
v publika¢ni versatilit¢ — nuti pretendenta pojednat vytéené téma komplexné, v $irsim kontextu a s promyslenim
souvislosti, které lze v asopiseckych sdélenich piejit odkazem na mainstreamové néazory. Zvolenou formu
disertace pokladdm tedy za vice neZ pfijatelnou a pocitdm, Ze relevantni publika¢ni zhodnoceni piedloZzeného
rukopisu je nasnadé (otdzka do diskuse: jaky je stav véci v tomto sméru?).

Soucasn€ oviem, co recensent, nemohu skryt jistou nelibost nad tim, Ze nemohu sviij ukol usnadnit obligatornim
poukazem ,,prace pro$la jiZ naroénym recensnim fizenim a podrobného posuzovéni netieba“, Stru¢né fedeno,
mij tkol neni nikterak snadny. Téma disertace je velmi komplexni a dosti zdvazné. Hrudniho pletenec a sternum
jsou jednim z kli¢ovych znaki tetrapodni organisace, jejich uprava predznamenava pohybové disposice hrudni
koncetiny a tedy i cely biomechanicky rozvrh télesné stavby. Organisacné i vyvojové je to velmi komplikovana
struktura integrujici riizné elementy distdlniho komplexu dermatokrania, proximalni elementy kon&etinového
zdkladu a specifické elementy diferencujici se zbasdlniho endochondralniho elementu kondetiny —
scapulocoracoidu, resp. vznikajici de novo jako evoluéni novinky tetrapodni organisace. Vyvojova a
diferenciatni dynamika téchto elementi vytvéri pestrou mozaiku moznosti, v jejichz vyuZiti se jednotlivé
vyvojové linie tetrapodil nemalo lidi. Situace u obojZzivelniki je v tomto sméru zvlaste dileZita, nebot (zvIast pii
zahrnuti fosilnich linif) pokryva téméf celé spektrum basalni vyvojové radiace. Autorka si této skutednosti je
dobie védoma a v tomto smyslu exponuje i brilantn& formulovany ivod prace na str. 1-10. Pfipomin4 situaci u
nejstarSich forem, charakterisuje specifika pletence Zab a exponuje thesi, Zze vidéim prvkem evoludni
transformace je zde postupnd redukce dermdlnich elementii na ukor rozvoje a specifické diferenciace
chrupavéitych elementii, zejm.procoracoidu, coracoidu a suprascapuly. Struéné pak pripomina poméry u Caudata
a u jinych skupin obratlovcd (s vyjimkou prvnich ¥ fadkd pfislusné kapitoly — 1.5., které dle mého soudy by
bylo uZitetné vypustit, jde o Amniota). Podstatna pozornost zde je po pravu vénovédna problematice
interclaviculy a endochondralnich elementii lopatky. V téchto souvislostech pfipomina rovn&z specifickou
situaci v synapsidni linii, pfitomnost interclaviculy a endochondralnich elementii claviculy (p.9-10).
V podobnych souvislech mozna mohly byt zminény také prace Klimy (1973,1987) ukazujici, Ze sternum
rtiznych skupin Theria osifikuje z vice center a pfedstavuje tedy vyvojové sloZitou strukturu integrujici blastémy
riizného piivodu. Tato zjiténi by mohla byt vzata v potaz i v diskusich vlastnich zjidténi o struktufe sterna (srv.
napfi. problematika omosterna — viz nize).

Vlastni prace je zaloZena zevrubném srovnavacim studiu embryonéalniho materidlu preparovaného
standardisovanou technikou prosvétlovani a dvojiho barveni. Soubor, ktery takto autorka zpracovala je oviem
monumentalni: jde o celkem 571 kust dokumentujicich kompletni vyvojové fady (stadia 50-66 dle Nieuwkoopa
a Fabera, plus adultni jedinci) 7 druhii 5 Celedi. Tézist& vybéru taxonii je v basalnich skupinach Discoglossidae,
Pipidae a Pelobatidae, soubor je dédle doplnén materidlem 11 dalich druhii representujicich dalsi &eledi
(Leptodactylidae, Hylidae, Dendrobatidae, Rhacophoridae). Vysledky jsou uspofadany piehledné a logicky,
¢lenény jsou do dvou blokii — prvni struén& synopticky shrnuje poméry jednotlivych studovanych elementt,
druhy podava zevrubny piehled stadiality jejich vyvoje u jednotlivych taxondl. Vlastni mezitaxonové srovnani,
logicky pfedstavujici finalni &ast vysledki, se nicméné objevuje aZ v obsahlé kapitole Diskuse. Ta predstavuje
myslenkové jadro prace a velmi nazorng dokladad vysokou profesionalni Groveii zvladnuti v&cného rozvrhu
problematiky i schopnost autorky fakticky zdro¢it vlastni data v kontextu aktudlniho pisemnictvi oboru. Znalost
literatury je vynikajici (seznam obsahuje 152 polozek), prace s literaturou plné odpovidd profesionalnimu
standardu. Vystupy studie, tak jak vyplyvaji z kritického zhodnoceni vlastnich zji$téni, a jak jsou ve stru¢né versi
shrnuty v zdvére¢nych Conclusions* predstavi dostaten& obsirng patrné autorka sama. Co recensent se
omezenim na konstatovani, Ze takika viechny se zjevné opiraji o kvalitni evidenci a jsou solidné zdfivodnény.
Stru¢né feceno, praci pokladam za ziejmy doklad autordinych disposic k tviiréi védecké praci i dostate&ny
podklad pro sp&né ukonceni doktorandského studia a neudivuje, Ze k ni nemam podstatn&jsich vyhrad.
Nésledujici pozndmky maji pak spiSe charakter nesystematickych formalnich pfipominek resp. zvidavych
laickych dotazi.



* Vyrazné odlidnosti v nastupu osifikace mezi Bombina bombina a B.variegata, které autorka konstatuje,
pfedstavuji pozoruhodny doklad adaptivniho potencidlu vyvojové dynamiky studovanych struktur. Existuji
né&jaké podobné priklady u jinych taxoni?

* prekvapivé malo pozornosti je vtextu vénovano vyvoji cleithra a mezitaxonovému srovnani vyvoje této
struktury — pro¢? Je to viude stejné? Odkud potom tak znaéné tvarové rozdily? Je distinkce cleithra a
suprascapularni chrupavky vzdy tak jednozna¢na jak apodikticky konstatovano na str. 52?

*Jak je to skalcifikaci suprascapuly (zobr. 110-111 jsem trochu zmaten)? jakd je topologie doty¢né
kalcifikace? 1i8i se v tomto sméru jednotlivé taxony?

*Je ziejmé, Ze vétSina srovnavacich nalezi, které autorka demonstruje v kapitole diskuse, by byla bezprostiedn&
pouzitelna jako znakovy aparét pro fylogenetickou analyzu. UvaZuje autorka o takovémto zhodnoceni prace? Je
v tomto sméru na co navazat (Frost et al. 2006?) ?

*Lze jen litovat, Ze autorka nevyjadfila alespoil v nékterych piipadech (omosternum, epicoracoid etc.) distribuci
stavu pfisludnych znakii na kladogramu skupiny explicitnéji (podobné jako naznageno v obr. 116). Alespoii pro
diskusi tedy: které ze studovanych znakl vykazuji nejvy3si kongruenci s kladogramem, které pak podporuji
odlisné fylogenetické hypotézy?

* Nemala pozornost je obecné v praci vénovana problematice distinkce arciferniho a firmisternalniho uspofadani
pletence. Je to diiraz bezpochyby velmi oprdvnény, pfinejmensim, proto, Ze firmisterndlni konstituce byva
chdpdna jako zfejma autapomorfie vymezujici korunovy taxon Neobatrachia: Firmisternia (Dendrobatidae,
Ranidae, Rhacophoridae, Hyperolidae, Microhylidae etc.). Zasadni odlidnosti obou uspofadani je tvar a uprava
centralni chrupavky, oznacované jako epicoracoid. Autorka zdiraziluje nutnost vymezit ob& uspofadani
vyvojovymi specifikami (p.55) a doklada, Ze tato chrupavka vznikd v doty&nych piipadech riznym zpiisobem —
pfi firmisternalnim uspofddani nejde o medialni extense procoracoidu, ale o sekundarni fiizi medialnich
termindlnich chrupavek coracoidu. Lze tedy fici, ze zakladnim znakem firmisternalniho uspotadani je redukce
diferenciaéniho potencidlu procoracoidu? Co zde podmiiiuje dislednou axidlni organisaci celého komplexu?
Rychlejsi diferenciace medialni hrany coracoidd? Nebo n&jaka centralni struktura — ,axidlni organisator®,
generujici do stran osové chrupavky sterndlntho komplexu? Mimochodem, tato mozZnost nemusi byt zcela
fantaskni — pruh kmenovych bunék diseminujicich laterdlné své diferenciaéni produkty je u obratlovel patrné
dosti bézny ontogeneticky modul.

* omosternum je topograficky i funkéné ekvivalentem interclaviculy — mira jeho diferenciace a osifikace je
zjevné korelovana se stupném finisternality v naznadeném smyslu: skute¢né  nemiZze jit o reaktivovany
rudiment interclaviculy?

*Jaké jsou v tomto sméru poznatky o jinych taxonech s touto konstituci? (trochu mne piekvapuje, Ze v diskusi
se neuplatiiuje aktivn€j3i interakce se zavéry Shearmana (2005), kdyZz uz v uvodu (p.7) tuto praci autorka uvadi
jako ,,the most exhaustive description of the development of the anuran pectoral girdle®).

*termin rudiment je v praci pouzivan opakované (p. 7.49.50, 59, 68 aj.) v ponékud matoucim kontextu — ve
smyslu nediferencovany vyvojovy zéklad, kondensace apod. Vzacné adekvatné (jako oznaleni pfitomnosti
archaické struktury v kontextech kde normalné chybi) je termin pouZit napf. na str. 58 dole

*p.65: metamorphosis is abbreviated — proti neutrdlnimu deskriptivnimu vyrazu ,,shortened* naznacuje pouzity
termin, Ze ve hie je cosi vice nez n&jaké prosté heterochronie. Je tomu tak? Ctendt by v takovémto ptipadé viak
asi ogekaval, Ze v textu bude trochu rozvedeno co je zde zkratkovité, t.j. nekompletni, co je vynechano z plivodni
sekvence fransforma¢ni krokt a, v posledku, jaké to ma vyvojové disledky. Delece né&jakého prvku
morfogenetické transformace ma totiZ v hodnoceni pfedmétu zdjmu stejnou dilezitost jako delece genu pii
srovnavani genotypické konstituce. MtiZe jit o apomorfii zasadniho vyznamu!

*¥p.65: termin necrobiotic metamorphosis — je prevzaty z literatury ? v kazdém p¥ipadé mi zni dost nevhodn& —
etymologicky odkazuje k nekrose — v resorbei ocasu pulcti se viak uplatiiuje jiny typ buné¢né smrti (apoptosa),
je to dokonce vstupni ¢itankovy pfipad apoptosy

*zvidavy dotaz mimo soutéZz: autorka nashromazdila velmi rozséhly soubor embryondlnich preparati, a i kdyZz to
nebylo jejim ukolem, pocitam, Ze si prohlédla i situaci volné kongetiny — 1i3i se jednotlivé skupiny v morfogenesi
elementli volné koncetiny, napf. v postupu redukce 5.prstu?

V podobnych dotazech by jist€¢ bylo mozné pokraCovat dosti dlouho. Jiz tato skutednost naznaluje, Ze
posuzovany spis je nejen dokladem rutinniho ovladnuti femesla védy, ale i skuteénym tviréim pocinem
stimulujicim aktivni myslenkovou interakci a inspirujicim k dal§im vyzkumnym ¢&inim. Je bezpochyby
hodnotnym pfispévkem pfislusného pisemnictvi a nepochybné také dostate¢nym podkladem pro udéleni titulu

PhD. Préci hodnotim jednoznaéné kladné a plné dopopruéuji.

Prof.Dr. Ivan Horacek
Katedra zoologie PiF UK
horacek@natur.cuni.cz
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REFEREE COMMENT

Pavla Havelkova: Ontogenetic development of the pectoral girdle in Anura.

PhD. thesis of Mrs. Havelkova is focused on the pectoral girdle development in seven
frog species (Discoglosssus pictus, Bombina bombina, Bombina variegata, Xenopus laevis,
Pelobates fuscus, Bufo bufo and Rana dalmatina). The pectoral (shoulder) girdle consists of
scapula, coracoid bone and clavicle, which are completely developed as individual bones in
many vertebrates below the mammals (e.g. birds, reptiles or amphibians). Compared to lower
vertebrates (and on the difference of that), for example in the domestic mammals, there is a
considerable reduction of the coracoid to a coracoid process of the scapula and of the clavicle
to the clavicular intersection, which is a connective tissue strip within the brachiocephalicus
muscle. There often remains as well a small bony remnant of the clavicle, which may by
observed radiographically at the medial end of of the clavicular intersection. It appears as a
lamina of bone and cartilage.

In the pectoral girdle in the last, the trend has been to lose the dermal elements of the
girdle and to evolve novel new bones (neomorphs). In fishes, the only endochondral element
is the scapulocoracoid. This bone splits to form the scapula and the procoracoid which is
sometimes referred to just as the coracoid. In early amphibians, there is still a significant
amount of dermal bone, but note that the posttemporal and supra- and postcleithra are gone.
In modern amphibians, the only dermal bone left is the small interclavicle and sometimes a
clavicle. In reptiles, the pattern is pretty much the same. In non-mammalian therapsids and
monotremes, we see the development of a neomorph. This is the coracoid proper. A
procoracoid is also present as are two dermal bones, the clavicle and the interclavicle. In
modern mammals, the only dermal bone that may be present is the clavicle and this is even
missing or tiny in most mammals, we primates excluded. Meanwhile, the coracoid was fused
to the scapula.

The descriptions of Mrs. Havelkova were based on fixed frog specimens in approx. 7 %

formaldehyde solution and their double-staining for bone and cartilage using method of



Wassersug (1976). In addition, dermal bones and enchondral elements were examined in
order to determine positional relationships in the pectoral girdle. It was observed ossification
of both enchondral and dermal elements of the pectoral girdle during pre- as well as
postmetamorphic development. The right-left distribution within the species was compared
using t-test in STATISTICA 6.0 software. It is necessary to say that the level of formal
preparation of PhD-thesis is very good. The photographic documentation has also high level.

It seems on the basis of obtained results that all three enchondral parts (originally
independent cartilaginous rudiments) of pectoral girdle (procoracoid, coracoid and scapula)
fuse together soon in ontogenesis. On the other hand, dermal ossification of the pectoral girdle
(clavicle and cleithrum) of all species under study began almost simultaneously with the
earliest beginning of enchondral ossification.

It is important to say that at least a part of results documented in PhD-thesis, was accepted
for publication as original full paper entitled 'Development of the pectoral girdle in a primitive
anuran (Discoglossus), and its transformation in the ancestry of frogs' in the peer reviewed
Journal of Anatomy (IF=2,010). This fact itself reflects very good level of results presented in
thesis that have been already discussed in international scientific forum and agreed by

professional journal referees.

I have a couple of following questions,

1) The pectoral girdle articulates the forelimb with the axial skeleton in all vertebrates with
paired anterior appendages. Its structure has been well described, but there are little
comparative embryology data to indicate how the pectoral girdle across different vertebrate
taxa has been built. It could be suggested that the muscular connections between the head and
pectoral girdle have been maintained between these once adjacent bones, displaced during
vertebrate evolution?

2) Did you also observed insertions of muscles playing important role in movement of
forelimbs in area of the pectoral girdle?

3) Did you observe any neoteny process in frame of the pectoral girdle development?

This thesis undoubtly presents more than enough data to demonstrate author’s knowledge,
skills and ability to design and conduct great scientific projects. It is a pity in this line that
Mrs. Havelkova published only one full paper so far. I believe next results will be published

very soon. I was looking for any other articles composed by Mrs. Havelkova in several



bibliographical databases (e.g. Web of Science, Scopus, PubMed) but, unfortunately, without

Success.

In any case, | am happy to recommend the award of the degree “Doctor of Philosophy” to

Mrs. Pavla Havelkova.

Ivan Misek



