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Abstrakt

Pohlavni dimorfismus ve velikosti t€la (SSD) je u zivoCichii velice rozsiten, dosud ale nejsou
dostate¢né zndmy proximatni mechanismy zodpovédné za jeho ontogenezi ani u tak vyznamné
skupiny obratlovct,, jako jsou plazi. Pfedchoz prace u gekoni ukazuji, Ze je rast obou pohlavi
v pozd¢jSim veéku vyrazné zpomalen. SSD se u nich podstatnéji rozviji az dlouho po dosazeni
pohlavni zralosti, souvisi s difvéjSim ukoncovanim ristu mensiho pohlavi a je regulovan spiSe
ovarialnimi nez testikuldirnimi steroidnimi hormony. Cilem prace bylo rozvinout piedchozi
poznatky tim, Ze prostuduji ontogenezi pohlavné dimorfniho rlstu kosti u gekona Paroedura
picta, jehoz samci jsou Vetsi nez samice, a ktery ma v ramci skupiny nejlépe prozkoumané
proximatni mechanismy SSD. Konkrétné mé zajimalo, jak souvisi ontogeneze aktivity
rastovych plotének a epifyzalni osifikace femuru obou pohlavi s jejich vékem, délkou téla,
aktivitou gondd ¢i s piirozenymi hladinami vyznamnych pohlavné specifickych steroidi
(estradiolu a testosteronu). Z vysledkii jednozna¢né vyplyva, Ze P. picta ma ukonCeny rist a
osiflkace epifyzy nema na SSD vliv. Obéma pohlavim se obé femordlni ristové ploténky
uzaviraji ve stejném veku, avSak samice maji v této dob& mensi délku téla nez samci. V kontextu
vysledkll pfedchozich studii mohou za zpomaleni ristu samic Vi¢i samcim zvySené¢ hladiny
estradiolu nebo dalich ovaridlnich hormonii produkované zralymi vajeCniky, které zpomaluji

proliferacni aktivitu riistovych plotének.

Kli¢ova slova: Paroedura picta, hormondlni kontrola, pohlavni dimorfismus ve velikosti,

velikost tela, steroidni hormony, ukonCeny riist, neukonceny rtist



Abstract

The sexual size dimorphism (SSD) is widespread among animals but proximate mechanisms
of its ontogeny are still poorly understood even in important groups of vertebrates such as
reptiles. Previous experiments in geckos showed that growth of both sexes slows substantially
at their older age. Their SSD develops considerably a long time after sexual maturity, it is
associated with earlier growth deceleration in the smaller sex and it is controlled by ovarian
rather than testicular steroids. The aim of the thesis was to explore the previous knowledge by
studying the ontogenesis of the sexually-dimorphic bone growth of the gecko Paroedura picta,
the male-larger species with the most explored proximate mechanisms of SSD among geckos.
I was most interested in the ontogeny of the growth plates activity and the epiphyseal
ossification of the femur in both sexes and ther relationship to age, body length, gonadal
activity and levels of sex-specific steroids (estradiol and testosterone). The results show that P.
picta has determinate growth and that epiphyseal ossification does not contribute to the SSD.
The femoral growth plates close at the same age in both sexes; however, their closure occurs at
smaller body length in females than in males. In the context of this and the previous studies,
estradiol or other ovarian hormones produced by maturated ovaries seem to be responsible for
considerable deceleration of female growth via reduction of the proliferation activity of growth

plates.

Keywords: Paroedura picta, hormonal control, sexual size dimorphism, body size, steroid

hormones, determinate growth, indeterminate growth
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1.Uvod

Velikost t¢la je dilezitym znakem vSech zivoCichl, ktery dale souvisi s vétSinou jejich
vlastnosti a projevii (Peters 1983). Mnohé organismy rostou po cely Zivot (od narozeni do smrti)
— vykazuji tzv. neukonceny rust. U jinych (z obratlovcti hlavné u savcil a ptakt) bylo naopak
pozorovano, Ze se jejich rlst po dosazeni dospélosti zastavi (Charnov akol 2001). Ob¢ pohlavi
také typicky nedoristaji stejnych télesnych rozméri a tento jev, nazyvany pohlavni
dimorfismus ve velikosti t€la, je mezi zivoCichy rovnéz Siroce rozsiten (Abouheif a Fairbairn
1997; Fawbairn 1997; Fairbairn 2013). Ruist je evidentné komplexni jev, ktery je fenotypové
plasticky a podili se na ném mnoho wnéjSich 1 vnitfnich faktor. Mez nejvyznamnéj$i vnéjsi
faktory patii naptiklad pfistup k potravé (Dunham 1978; Stamps a Tanaka 1981), socidlni
prostiedi (Marlet a kol 1995; Cox a John-Alder 2005), teplota prostredi (Starostova a kol 2012)
a mnoho dalsich vhvi. Jako hlavni vnitini faktory ovliviiujici rist se uvadi napt. rychlost
metabolismu (Nagy 2005), rozdilnd nvestice do reprodukce samct a samic (Frynta s kol 2010;
Frynta a kol 2016) nebo vliv hormonii. Hormonalni kontrola riistu je ovlivnéna ristovym
hormonem, ktery plisobi bud’ pfimo nebo zprostfedkované pulsobenim somatomedini jako je
IGF-I (Robinson a kol 2002). Mezi hormony, které se nepifmo na ristu podileji, pati
glukokortikoidy, hormony Stitné Zldzy a steroidni hormony produkované gonddami (Nilsson a
kol 2005). U gonadalich steroidd se predpoklada, Ze plsobi pfedevSim na riistovou dynamiku
rastovych plotének kosti, tvofenych chrupavcitou tkani, které rist umoziyji ajejichz uzavienim

se rust jedince zastavi (Cutler 1997; Nilsson a kol. 2005).

Tato diplomova prace fesi aktudlni otazky proximatnich mechanismi ristu a
pohlavniho dimorfismu ve velikosti téla u Supmatych plazi. Plazi (vyjma ptaki) jsou obecné
povazovani za skupmnu s neukoncenym ristem, ale to spi§ znamend, Ze rostou jest¢ dlouhou
dobu po dosaZzeni pohlavni zralosti Je tedy vibec otdzka (aZ na par vyjimek piekvapivé
nedostate¢né studovand), zda 1 jestéti opravdu rostou po cely Zivot nebo ne. Do poptedi zajmu
se dostava zejména s otazkami spojenymi s pusobenim gonadalnich hormonii na uzavirdni
rastovych plotének dlouhych kosti, které mohou mit obecny dopad na porozuméni kontroly
ristu a konecné velikosti této dllezité skupiny obratlovel. Cilem prace tak bylo zjistit, jaka je
ontogeneze aktivity riustovych plotének a ontogeneze sekundarni osifikace epifyz femuru u
obou pohlavi gekona Paroedura picta, ktery je zastupce vyznamné skupiny Supmatych plazii —

gekonll. Presnéji m¢ zajimalo, jest se samci a samice béhem zvota v aktivit¢ ristovych



plotének a v sekundarni osifikaci epifyz LSi, jestli jsou tyto piipadné pozorované rozdily
zpusobeny zvySenymi hladmami gonadalich androgenti ¢i estrogenii béhem dospivani a jestli
ma tento druh ukonceny rist (tj. zda dochdzi k uzavirdni ristovych plotének), jak nepiimo

naznaCuji predchoz studie (Starostova a kol 2010; 2013).

2.Pohlavni dimorfismus ve velikosti téla (SSD)

Rozdily mezi samicemi a samci ve fenotypu, tedy tzv. pohlavni dimorfismus, lze nalézt témet
u vSech zivoCichii véetné¢ obratlovct. Pohlavi se zpravidla mezi sebou LiSi i pfesto, Ze spolu
sdileji kompletni genom a mnohdy 1 spole¢nou niku. Jednim z nejbéznéjSich sekundarnich
pohlavnich znakti je velikost t€la (Abouheif a Fairbairn 1997; Fairbairn 1997; Fairbairn 2013).
Co se velikosti téla tyka, nachazime mez zvoCichy druhy monomorfni, kde jsou ob& pohlavi
stejnd, nebo druhy, kde jsou bud’ samci nebo samice tim veétSim pohlavim. U naprosté vétSiny
zivoCichi je vétSim pohlavim samice. Dilezitou vyjimku tvoii nékteré linie obratlovc,
napiiklad u savel a ptakti byva veétSim pohlavim samec. Dalsi vyznamni piedstavite l€
obratlovel — Supinati plazi se v mite a sméru SSD (z anglického ,sexual size simorphism**)
macéné li§i, ato ivramci relativné Uzkych taxont, v jejich evoluci tedy dochazelo k Cetnym

reverzim ve sméru SSD (Fairbairn a kol. 2007; Cox a kol. 2009).

2.1. Vznik SSD u obratlovcu

Vmikem SSD se zabyva mnoho hypotéz, které maji vetsi ¢i mensi obecnou platnost. SSD je
totiz znak, ktery mize ovlivilovat chovani, rozmnozovani, ekologii a vyvoj jedinct daného
druhu, a proto je Casto studovan (Kupfer 2009). Za ultimatni vysvétleni vznku SSD miize byt
povazovano rozd€leni potravni niky samcii a samic, aby se snizila kompetice o potravni zdroje.
Veétsi samei mohou také mit vyhodu v boji o teritorium ¢i o samice, pro které mohou byt i
atraktivnéj$i. DalSim vysvétlenim miize byt rozdil v reprodukénich strategiich obou pohlavi a s
nim spojeny selekéni tlak na velikost samice, protoze velikost téla samice Casto koreluje

s mnozstvim ¢i velikosti potomkl (Tinkle akol. 1970; Shine 1990; Kratochvil a Kubicka 2007).

Na proximatni trovni lze vznik SSD u obratlovcli vysvétlit plsobenim tii mechanis m,
které se uplatiiuji béhem ontogeneze a které se mohou kombinovat (Badayev 2002). Prvni
mechanismus  se tyka rozdilu v maternalni investici do obou pohlavi, kdy se mlad’ata jednoho
pohlavi lihnou (¢i rodi) vétsi. To se d¢je napi. u n€kterych druhy ptakil, kde se lhnou samice
vétsi (Olsent a Cockburn 2004; Torres a Drummond 1999; Magrath a kol 2003). VétSina
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obratlovcll je v8ak v ramci raného vyvoje monomorfni a SSD se u nich objevi aZ v pozdé&j$im
véku (Badyaev 2002). Druhy mechanismus vzniku SSD béhem ontogeneze je zaloZzen na
rozdiiném tempu ristu samci a samic v obdobi dospivani (Badyaev 2002). U tietho typu
mechanismu se uplatiuje rozdilny v&k pii dosazeni dospélosti, coz byva spojovano s rozdilnou
délkou doby riistu, nez je dospélosti dosazeno — jedna se o tzv. pohlavni bimaturismus (Shine
1990; Stamps 1993; Badyaev 2002). Piikladem pohlavniho bimaturismu je mandril ryholici
(Mandrillus sphinx), kdy samice dosahnou dospélosti v Sesti letech a samci v 10 letech (Setchell
a kol. 2001). Proximatnimi pfi¢inami vzniku SSD se také zabyvaji dva okruhy hypotéz, které
uzce souvisi s tématem mé diplomové prace — jednd se o hypotézy alokace do reprodukce a

hypotézy vlivu gonadalnich hormona.

2.1.1. SSD jako dusledek alokace do reprodukce

U plazti, jakozto obratlovcli, ktefi maji neukonceny rust (tj. rostou jesté¢ dlouho po dosazeni
pohlavni zralosti), se Casto predpoklada, ze u druhtl, kde jsou samice vétsi pohlavi, musi samci
vynakladat vice energie na obranu teritoria Cina ziskani pfilezitosti k rozmnozeni (napt. Cox a
John-Alder 2005). Na druhou stranu tam, kde jsou samci vétSi pohlavi, doristaji samice
menSich rozmérl, protoze upifednostiuji rozmnozovani (se kterym jsou spojené zvySené
energetické¢ naklady) pred ristem. Napi. Frynta a kol (2010) u varana Varanus indicus, ktery
se v SSD zna¢né 1i8i (samci jsou az trikrat t€z8i nez samice), zjistili, Ze se obé& pohlavi lihnou
monomorfni a SSD se projevi az pozdéji béhem ontogeneze, kdy samci pokracuji v ristu,
zatimco samice svij rust zpomaluji a zaCinaji se rozmnozovat. Cox a kol. (2009) také zjistili,
7e ovariektomizované samice anolise Anolis sagrei doristaji vétSich rozméri nez rozmnozujici
se samice a tento rozdil ve velikosti vysvétluyji tim, ze do rGstu samic bez vajeCniki byla

alokovana energie, ktera by jinak byla vyuzita pro reprodukci.

Nicmén¢ Starostova akol. (2013) v pokusech s gekonem P. picta poukazali, ze samotné
vysoké energetické naklady sami¢i reprodukce SSD nevysvétli. Samice rozdé€lili na
rozmnozujici se, ovariektomizované a nerozmnozujici se v disledku celozivotni izolace od
samcl. RozmnoZujici se samice s extrémni reprodukéni zatézi, u kterych se predpokladalo, ze
budou mit mensi vzrist kvili investici do reprodukce, dorostly stejné déky téla (SVL
z anglického  ,snout-vent length*) jako samice, které se byly vizolaci a nikdy se
nerozmnozovaly. Jen ovariektomizované samice dosahli vétSthho SVL. Tento narist byl
vysvétlen tak, ze tyto samice nemély vajeCniky, které by produkovaly ovarialni hormony (napf.

estrogeny), které patrné brzdi rist.



Tyto zavéry podpofila i novejsi studie. Kubicka a kol (2017) rozd¢€lili samice P. picta
na rozmnozujici se, rozmnozujici se s pouze jednim funkénim vajeénikem (tj. unilateralné
ovariektomizovan¢) a ovariektomizované. Ovariektomizované samice dosahly nejveétsi SVL,
stejné jako kontrolni samci. AvSak u rozmnozujicich se samic byl vzriist mensi. Pfi porovnani
rozmnozyujicich se samic se dvéma a jednim vajeCnikem vSak opét nebyl zadny rozdil v SVL,
piestoze unilateraln¢ ovariektomizované samice kladly polovicni pocet vajec oproti
nemanipulovanym. Starostova a kol (2013) a Kubika a kol. (2017) navrhyji, Ze investice do
rozmnozovani nema vliv na naslednou velikost samic. Ptredpokladaji, ze odstranénim obou

vajecnikli se odstrani i zdroj ovaridlnich hormonti véetné¢ estradiolu, ktery plisobi na rist.

2.1.2. SSD jako diisledek ptisobeni gonadalnich hormoni

Dalsi hypotézy, zabyvajici se proximatnimi mechanismy SSD u obratlovetll, pfedpokladaji, Ze
rozdily v ristu samcl a samic jsou do zna¢né¢ miry fizeny piisluSnymi hladinami gonadalnich
steroidd, kterymi se ob& pohlavi LSi Steroidni hormony vznikaji z cholesterolu piedevSim
v gonadach a v mozku procesem steroidogeneze (Norris 2007). Mezi nejvyznamnéjsi pohlavni
hormony patii androgeny (testosteron a dihydrotestosteron), estrogeny (estradiol, estron a
estriol) a progesteron. Obecné béhem steroidogeneze, kterd vede k pohlavnim steroidim,
vzika z cholesterolu progesteron, ktery se méni na testosteron. Testosteron dale slouzi bud’
jako prekurzor pro androgen dihydrotestosteron za ucasti enzymu reduktdzy nebo pro estrogen
estradiol za ucasti enzymu aromatdzy (Norris 2007; obr.1).
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Obr. 1 Strucny prehled syntézy pohlavnich steroidnich hormonui (prevzato z Rijk a kol. 2008).



Plsobeni gonadalnich hormonti na rist je z dostupnych studii zfejmy, ale neni zcela
vysvétlené, které (zda androgeny, estrogeny, i jiné gonadalni hormony) mohou za SSD u
obratlovcl. Pro Supmaté plazy byla navrzena hypotéza, ktera predpoklada, Ze SSD je fizen
testikulirnimi androgeny, které ptsobi dvojim zptsobem. U druhil s vétSimi samicemi pusobi
androgeny na rlst samct inhibi¢né, zatimco u druhu s vétSimi samci pusobi stimulaéné.
Predpokladané pusobeni androgeni na rist samct je bud’ pfimé nebo nepiimé plsobenim na
sekreci dalsich hormonii (napf. ristovy hormon) ¢i vyvoldnim zmény v chovéani ¢i fyziolo gii,
kterd pak ovlivni rist (Cox a kol. 2005; Cox a John-Alder 2005; Cox 2006; Cox a kol. 2009).
Cox a kol (2009) u anolise A. sagrei, u kterého jsou samci veétSi nez samice, pozorovali
zpomaleni rlstu samcli po kastraci oproti kastratim s uméle dodavanym testosteronem.
Vysledky porovnali s podobnymi manipulativnimi pokusy u dalSich zastupct Supinatych plaza

a dosli k zavéru, Ze dvoji plisobeni testosteronu je spole€né pro vSechny testované druhy.

Nicmén¢ z pokust na druhu P. picta s vétSimi samci naopak vyplyva, ze SSD by mohl
vziknout plsobenim ovaridlnich hormonti (Starostova a kol 2013; Kubicka a kol 2015;2017).
Autofi to testovali pomoci manipulace hladmnami gonadalnich hormont, kdy jedince
gonadektomizovali a pak jim piipadn€é podavali externi hormony (testosteron,
dihydrotestosteron a estradiol). Zjistili, Ze kdyz odstranili samicim oba vaje¢niky, nezaviselo
uz na tom, jesti byly nebo nebyly t€émto samicim dale podavany androgeny (testosteron a
dihydrotestosteron) — vzdy dorostly do podobné SVL jako kontrolni samci. Kdyz vSak byl
ovariektomizovanym samicim podadvan estradiol, jejich rlst se vyrazné zbrzdil Dale, pokud
byl samicim odstranén pouze jeden vajecnik, SVL se podobala bézné¢ se rozmnozujicim
samicim, cozautofi piikladaji tomu, Ze u obou skupin samic byly zachovany normalni ovaridlni
(a tim padem 1 hormondlni) cykly. Neovariecktomizovanym samicim, kterym byl podavan
testosteron, se zmenSily vajeéniky, tim se patrné ovlivnila 1 normalni produkce ovaridlnich
hormonii a samice dosahovaly spiSe samCiho vzrtistu. Na druhou stranu ani kastrace ani
nasledna testosteronova kiira nemély na rist samcli Zadny vliv. Manipulované sam¢i skupiny

vzdy dorostly stejnych rozmérti, jako kontrolni samci.

Kubicka a kol (2013) na druhu Aeluroscalabotes felinus s vétSimi samicemi délali
obdobné pokusy s manipulaci s hladmami hormonii pomoci sam¢i kastrace a podavanim
testosteronu.  Zjistili, ze kastrace neovlivni kone¢nou SVL samcl. Neovariektomizované
samice, kterym byl poddvan testosteron, vSak dosahovaly spiSe samciho vzrlstu, coZz je podle
autordi zptsobeno tim, Ze testosteron negativné pusobi na normalni fungovani vajeCnikti véetné
produkce ovaridlnich hormontl, které plsobi i na rist.
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Recentni prace na anolisech (Sanger a kol 2014) ukazuje na duleZitost estrogeni v
fizeni ontogeneze velikostné¢ dimorfniho znaku u téchto jestért. Sanger a kol (2014) totiz
prokéazali, ze estrogenni draha se vyznamné podili na vzniku dimorfismu ve velikosti hlavy
anolist, ato ovlivnénim rychlosti ristu chrupavek v dimorfnich €astech lebky, které pak pozdéji
osifikuji.

Rozpor mezi zavéry praci, zabyvajici se hormondlni kontrolou SSD, patrn¢ odrazeji
rizné metodologické pfistupy. Cox a kol. (2009) ve své praci méfili rist béhem nékolika tydnt
po hormonalni manipulaci, testovali tak vliv manipulace ¢i hormoni na okamztou rychlost
ristu vyjadienou dennim piirGstkem pokusnych jedincti. Navic, pokud je v jejich experimentu
srovnavan piiristek kontrolnich samcii a samcich kastratu, tak se ob& skupiny nelisi.
V experimentech na druhu P.picta (Starostova a kol 2013; Kubicka a kol 2015; 2017)
sledovali vliv hormonalni manipulace na kone¢nou SVL, tj. SVL, pii které zvifata siln¢
zpomaluji ¢i dokonce zastavuji rist, a kterd se ve své konecné fazi takika nelisi od asymptotické
hodnoty SVL odhadnut¢é z individudlnich ristovych kiivek pomoci ristovych modeli. U
poméme dlouhovékych zvifat jako jsou gekoni, ale 1 mnozi dalsi jestéfi, ktefi rostou jesté
dlouho po zahajeni reprodukce, je pravé tato konecna, piipadné asymptotickd, SVL dobrym
vyjadfenim velikosti pro srovnavaci analyzy SSD (Kratochvil a Frynta 2002; Starostova a kol
2010, 2013; Kubicka a kol 2013; 2015;2017).

3.Rust obratlovcu

Pti procesu riistu dochaz k nartGstu velikosti a hmotnosti téla. Rist Ize u obratlovel rozdélit na
ukonceny aneukonceny, piicemz rozdil je v tom, zda jedinci rostou (neukonceny) nebo naopak
nerostou (ukonceny) i po dosaZeni pohlavni zralosti (rozmnozeni; Charnov a kol 2001).
Obecné se udava, ze ukonCeny rist maji savci a ptaci (endotermové) a neukonceny rist maji

plazi, obojzivelnici a ryby (ektotermové).
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Obr. 2 Srovndni pritbéhu riistovych krivek u obratlovcu s ukoncéenym a neukoncéenym riistem (upraveno Vitt a Caldwell 2014).

U endotermii rozmnozovani zpravidla nastava az po dosazeni konec¢né velikosti téla
(Ricklefs 1968). Nékteré druhy savci mohou tvofit vyjimky. Pohlavni dospélost u nich nastava
(Twigg 1965), paviani pii 55% (Shohoji a Sasaki 1987) a rypousi pii 30% (Bryden 1968).
Vacnatci vykazuji tendenci rist po cely Zivot, pficemz maji po celé obdobi ristu zachovanou
ristovou ploténku (Geiger akol. 2014). U plazi, kde se predpoklada neukoneny rist, se jedinci
rozmnozuji dffve, neZ dosdhnou plné velikosti téla, blizici se jejich asymptoté (Schwarzkopf
1993; Cox 2006; Starostova a kol. 2010; Frydlova a kol 2017). Pohlavni zralost obvykle
nastava po dosazeni 70% maximalni velikosti t¢la, nasledné piirGstky vSak byvaji mensi (Shine
a Charnov 1992). Rust je unich umoznén rastovymi ploténkami, které jsou aktivni 1po dosaZeni
pohlavni zralosti (Frydlovda a kol 2017). Mez plazy ale existuji vyjimky, u kterych byl
ukonceny rist riznymi metodami prokazan. Ukonceny rist se potvrdil napf. u zastupcu
Supinatych plazi — varani. De Buffi¢nil a kol (2005) u této skupiny pouzli rentgenové
snfimkovani pro zjiSténi piitomnosti ristové ploténky. Dale v této praci pouzili histologické fezy
distdlni Casti femuru pro stanoveni piitomnosti ristové ploténky. Témito metodami zjistili, ze
doslo k vymizeni ristové ploténky a kost pln¢ osifikovala. Frydlova a kol (2017) vyuzli u
stejné modelové skupiny plazii pro zjiSténi pitomnosti ristové plotének dlouhych kosti
metodou microCT (vypocetni tomografie; z anglického ,,Computed Tomography*) Zjistili
vymizeni ristové ploténky u vétSiny menSich druhd varan a jeji pfitomnost u velkych druht

stejného stafi. Nicméné u extrémné staré¢ho jedince vétStho druhu varana (Varanus indicus) se
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naSla kost bez ristové ploténky. Naznacuje to, Ze velké druhy varand si zachovéavaji rist déle
nez malé druhy. Castanet a kol (1988) zase pro sledovani rastu hatérii (Sphenodon punctatus)
vywzili metodu ,skeletal cyclic growth marks*, kde se sleduji rocni piiristky na kostnich
vybrusech. Zjistili, ze S. punctatus ma ukonCeny rist, ktery se zastavi béhem 30. roku Zivota.
Dalsi prace pomoci kostnich vybrusi potvrdily ukonceny rist u aligditora Alligator
mississippiensis (Klem a kol 2009; Woodward a kol. 2011) a u n¢kterych dinosaurti (Ricqles
a kol 2003; Myhrvold 2013).

3.1. Orsifikace a rist dlouhych kosti

Dlouh¢ kosti, které se nachazi hlavné v konCetindch, maji typicky protahly tvar, prostiedek se
nazyva diafyza a na koncich se nachazeji epifyzy. Vznikaji osifikaci chrupavky, kterd tvaroveé
odpovida budouci kosti (tzv. chondrogenni osifikace). Osifikace zacina obvykle perichondralni
osifikaci (tj. osifikaci na povrchu chrupavky) ve stiedni oblasti dlouhé kosti vznika tak
postupn¢ primarni osifikaéni centrum. Perichondralni osifikace probihd ptredevSim
v embryondlnim obdobi ¢innosti osteoblastll. Nasledné sttedem budouciho centra enchondralni
(t. vnitini) osifikace prostupuji kapilary a kost za¢ind postupné kalcifikovat 1 uvnitt (Obr. 3;
White a Wallis 2001; Zoetis a kol. 2003). Sekundarni osifikace probihd v centru diafyzy, ktera
se postupn¢ §iii az zaujme cely jeji objem. Konce dlouhych kosti osifikuji z oddélenych
osifikaénich jader, které se tvoii pouze enchondralni osifikaci (Obr. 3; Cihak 2001; White a
Wallis 2001; Zoetis a kol. 2003).

Dlouhé kosti rostou piedevsim do délky, ale propor¢né i do Sitky (Bartonicek a Heft
2004). Rast do sitky je zpiisoben piiristdnim apozice z hlubokych vrstev okostice a endostu
(White a Wallis 2001). K zachovani tvaru rostouci kosti je proces apozice doplnén o proces
odbouravani kosti (Gardner 1963). Pro umoznéni ristu kosti do délky se uz béhem osifikace
v metafyzach (tj. v prostoru mezi diafyzou a epifjzami) formuji neosifikované useky, tzv.
rastové ploténky (Obr. 3; White a Wallis 2001; Zoetis a kol. 2003). Ristovou ploténku Ize
rozdélit na n€kolik zon (Obr. 4). Prvni zéna je klidova (tzv. rezervni), obsahuyje chondrocyty,
které tvofi neostrou hranici mez epifyzou a nasledujici vrstvou. Druhou, tzv. proliferacni zonu
tvofi rychle se délici chondrocyty uspotddané do sloupc. Nové vzniklé bunky postupné
dozravaji a tvoii hypertrofni zoénu. V hypertrofni zoné jiz nedochdzi k jejich déleni, ale
chondrocyty zde resorbuji okolni hmotu a zvétSuje se tak prostor mezi nimi. Hypertrofni zona
postupné kalcifikuje a stdva se z ni zona primarni spongiozy, ktera je tvofena vaskularizovanou

kalcifikovanou chrupavkou a postupné proristd krevnimi vlaseCnicemi (Schenk a Hunziker
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1991; Mackie a kol 2008). U obratlovcii s ukonéenym rlstem dochdzi v urCitém veku
k senescenci rustové ploténky, kdy se postupné zastavi proliferacni aktivita chondrocytt,
dochazi k uzavieni rustové ploténky a zastavuje se rust kosti do délky (White a Wallis 2001).
Toho se vyuziva napf. 1 pro urCeni kostniho véku (Fukuda a Matsuoka 1979). U femuru, typické
(a Casto nejvetsi) dlouhé kosti, se proliferacni aktivita obou ristovych plotének [Si, pficemz
aktivnéj$i ploténka je obvykle ta na SusSi ploSe prifezu. Podil na ristu kosti do déky je kolem
30% u proximalni ¢asti (tj. u kycle) a 70% u distalni ¢asti femuru (tj. ukolene). U méné aktivni
ploténky se proliferacni aktivita vyCerpa diive aploténka také ditve zanika, ¢imz se zastavi rast

kosti do délky (Smahela 2001; Serrat a kol. 2007).

epifyza
epifyzarni rustova ploténka
sekundarni

diafyza osifikaéni
centrum

epifyzarni rustova ploténka
epifyza

primarni
osifikaéni
centrum

kostni limec
(desmogenni venik)

§ )

Obr. 3 Pribéh osifikace dlouhé kosti (upraveno Cihdak 2001).
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Obr. 4 Riistova ploténka 1) klidova zéna, 2) proliferacni zona; 3) zona hypertrofické chrupavky, 4) primarni zona spongiozy
(upraveno Perron a kol. 2002).

3.1.1. Vliv gonadalnich hormont na prolifera¢ni aktivitu ristové ploténky

Pokud jsou rozdily v ristu mezi pohlavimi zptsobeny gonadalnimi hormony, m¢l by se jejich
vliv projevit pravé piimo na aktivit¢ proliferacni zony ristovych plotének, ktera je pro rist kosti
do délkky zisadni. Studie, které¢ se touto problematikou zabyvaji, pfipisuyji nejvétsi vyznam
ovarialnimu steroidu estradiolu. V pokusu Nilsson a kol (2014) se ovariektomizovanym
samicim kralika podaval estradiol a sledovalo se, jak postupné¢ plsobi na riistovou ploténku.
Zjistili, Ze estrogeny pusobi nevratné na rastovou funkci rlstové ploténky, predevSim zmensuji
bunky v klidové zoné aredukuji déleni v proliferacni zon€. Dalsim zjiSténim bylo, Ze estrogeny
urychluji starnuti a vyCerpani ristové ploténky (Nilsson a kol 2014; Weise a kol. 2001). Weise
a kol. (2001) pti pokusech s ovariektomizovanymi samicemi kralki zjistili, Ze externi podani
estradiolu stimulyje u téchto samic proliferacni kapacitu chondrocytl, ktera se tak rychleji
vycerpa, coz zpusobi rychlejSi uzavieni rlstovych plotének, neZ je tomu u kontrolni skupiny.
K uzavirani plotének vSak nedochdzi pozvolna, ale tento proces je nahly, jakmile se tato
proliferacni kapacita vycerpa. U lidi se také potvrdil vliv estrogenli na rist. Nizké hladiny
estrogenu stimuluji rist divek i chlapci. AvsSak u predpubertalnich divek dochazi vlivem
epifyzalnimu zrdni souvisejicim s difv¢jSim ukonCenim rlstu ve srovndni s chlapei (Cutler
1997). Estrogeny mohou pusobit prostiednictvim estrogenovych receptori na povrchu

chrupavky (Chagin a kol 2003). Sanger a kol (2014) zistili u anolise rudokrkého (Anolis
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carolinensis), kde ma samec vetsi velikost i odliSny tvar lebky nez samice, Ze kontrola
kosterntho ristu hlavy je ovlivnéna predevS§im riiznou expresi estrogenového receptoru Erff u
obou pohlavi. Samice m€ly expresi tohoto receptoru ve vétSi mife a tim se inhiboval rlst lebky.
Mozny vliv gonaddlnich hormonii na SSD se tak miize uplatnit diky pohlavné specifické expresi
estrogenovych receptort na povrchu ristovych plotének, pfiCemz exprese receptori Casto

korelyje s hladinami hormonti (Mcguire 1978).

4.Pohlavné dimorfni rust kosti gekona Paroedura
picta

Jako modelovy druh byl pro mé studum pohlavné dimorfniho ristu kosti zvolen
madagaskarsky gekon Paroedura picta (Peters 1854). U tohoto gekona, kde jsou samci vétsi

nez samice, bylo zisténo Ze:

1) rist a konecna SVL samcl neni fizena gonaddlnimi androgeny, protoze odstranéni
jejich zdroje kastraci nema Zadny vliv (Starostova a kol. 2013; Kubicka a kol. 2015)

2) konecnd SVL samic neni ovlivnéna jejich investici do reprodukce, kterda mize byt
znacna (Starostova a kol. 2013; Kubicka a kol. 2017)

3) ovaricktomie samic ma vliv na jejich kone¢nou SVL (Starostova a kol 2013; Kubicka

akol. 2017)

Autofi predchozich studii dosli k ndzoru, ze konec¢na délka téla je u tohoto gekona velmi
pravdépodobné ovlivnéna u samic ovaridlnimi hormony (Starostova a kol 2013;
Kubicka a kol 2017), dikazy vSak byly nepiim¢, pifpadné¢ umclé zvySeni hladin
estradiolu u ovariektomizovanych samic mélo neptiznivé disledky nejen na rist, ale asi
1 na kondici samic. Proto bylo dllezit¢ provést experiment se sledovanim piirozenych

hladin steroidli béhem ontogeneze.
Diky témto mformacim je P. picta vhodna 1ipro tento experiment, ktery ma za cil zistit:

1) jaka je ontogeneze aktivity ristovych plotének aontogeneze sekundarni osifikace epifyz

femuru u obou pohlavi

2) zda se lisi aktivita ristovych plotének mezi pohlavimi
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3) jestli jsou tyto piipadné pozorované rozdily korelovany se zvySenymi hladinami

gonaddlnich androgenii Ci estrogenii béhem dospivani

4) jestli ma tento druh ukonceny rist (tj. zda dochdz k uzavirdni ristovych plotének)

5. Material a metodika

Vlastni experiment lze rozd€lit na n€kolik ¢asti: 1) zajiSténi dostatecného poctu pokusnych
jedincti patficného véku a pohlavi; 2) ziskani mformaci o stavu jejich reproduk¢nich organu a
piiprava krevnich vzorkid pro stanoveni hladin gonaddlnich steroidi estradiolu a testosteronu;
3) zpracovani obarvenych dlouhych kosti pro pozorovani nastupu osifikace epifyz u mladych
jedinct a pifprava dlouhych kosti k vyhotoveni histologickych preparati pro sledovani
dlouhodobé aktivity ristové ploténky béhem zvota pokusnych jedincli; a 4) zpracovani dat a
vyhodnoceni vysledkii. Projekt byl schvdlen etickou komisi PiF UK a pfislusnymi odbory na
ministerstvech zemédélstvi a Skolstvi (€. 35484/2015-11).

5.1. Experimentalni zvirata
5.1.1. Gekon madagaskarsky (Paroedura picta)

Pro riistovy experiment jsem pouzl gekona Paroedura picta, ktery patii do celedi Gekkonidae.
Jedna se o pocetné vyznamnou celed” gekonli a Supinatych plazi vibec, kterda zahrnuje vice nez
1100 druhtt (Uetz a kol. 2014). Gekon madagaskarsky se pifirozené¢ vyskytuje na Komorskych
ostrovech a na Madagaskaru v suchych lesich a savanach (Dixon a Kroll 1974; Schonecker
2008) a ma nocni aktivitu (Roll 2000). P. picta mize dosdhnout vahy pies 30 g a méfit az 17
cm celkové dékky tela, kde se jednotlivda pohlavi 18i ve velikosti téla. Samci jsou robustnéjsi a
dosahuji vétSich rozmérti nez samice (Starostova a kol 2010). Maji také napadny pafici organ
hemipenis, ktery je hlavnim externim znakem pro ur€eni pohlavi jedinci. Pohlavni zralosti
dosahuje pomérné¢ brzy — obvykle ve ve€ku okolo ¢ty mesicti jsou samice schopné se jiz
rozmnozovat a je unich mozné nahmatat zvétSené folikuly v biiSni dutiné; samci maji zvétSené
hemipenisy jesté diive (cca okolo tfetho mésice v&€ku) a jsou také diive schopni kopulace (L.
Kubicka, vlastni pozorovani). VSichni gekoni maji tzv. mvariantni sniSku, kdy samice kladou
maly a staly pocet vajec v ramci jedné snisky (Kratochvil a Kubicka 2007). Typickd sniSka
samice P. picta ma proto dvé vejce, mezi sniSkovy mterval je vSak velmi kratky — obvykle

okolo 7 az 14 dni (Kubicka a Kratochvil 2009; Kubicka akol. 2012). Po prvotni fdzi rastu, ktera

17



je u tohoto druhu velmi rychla, nastava piiblizn¢ ve véku 12 mesicii vyrazné zpomaleni, jehoz

nastup ale zavisi na teploté¢ prostredi (Starostova a kol. 2010; Kubicka a kol. 2015, 2017).

Chov té€chto zvifat v laboratornich podminkach je dobfe zvladnutelny. Proto byl hojné
vyuzivan jako modelovy druh v naSi pracovni skupiné (Kubicka a Kratochvil 2009; Starostova
a kol 2010; 2012; 2013; Kubicka a kol 2012; 2015; 2017). Na zdklad¢ jeho rdstovych
vlastnosti a snadné chovatelnosti byl tento druh vybran i pro tuto studii

5.1.2. Chov experimentalnich zviiat

Do experimentu bylo celkem pouzito 257 jedinct, kteii byli F1 a F2 generaci volné
odchycenych P. picta. Pro zskani pokusnych zvitat jsem kontroloval zapafené samice
rodiCovské populace, které byly drzeny v terariich o rozmérech 15 x 15 x 45 cm, se sm&si
lignocelu a pisku jako substraitem. K dispozici mély také tkryt a misku na vodu a na vapnik.
Chov byl v mistnosti temperované¢ na 27 °C s dvanacthodinovym svételhym rezimem. Krmeny
byly 2krat tydné cvréky (Gryllus assimilis) obalenymi v Roboranu H (UNIVIT, Ceska
Republika) v takovém mnozstvi, aby byl zajiStén dostateCny piisun energie pro zdarnou
reprodukci (obvykle se jednalo o 10 az 12 cvrcki o velikosti nepfesahujici délku hlavy samice).
Voda s rozpusténym vapnikem byla podavana dvakrat tydné a jednou za 14 dni byl vapnik
nahrazen vitaminy A, D3 a E (Combinal E and Combinal A + D3; IVAX Pharmaceuticals,
Opava, Ceska Republika). Obdobné byli chovani také samci, kteii viak byli krmeni méng. K
samici byl vzdy pfifazen jeden samec, se kterym se kazdy se mésic pafila (kazdych 14 dni az
do prvniho kladeni vajec). Samice tohoto druhu jsou totiz schopné uchovat si viabilni spermie
ve svém reprodukénim traktu a vyuzit je i k oplodnéni nasledujicich sniSek (Kubicka a
Kratochvil 2009; Starostova a kol 2010; 2013). Samice rodi¢ovské populace (dohromady 20
part) kladly dvé vejce zhruba kazdych 14 dni. Pfi kazdém krmeni byla samicim prohledana
ubikace a nalezend vejce byla popséna datem nalezu a uloZena do inkubatoru o teplot€¢ 30 °C,
pii které trva inkubace piblizn€ 60 dni (Starostova o kol 2012). Tato teplota zajiSt'uyje nizkou
mortalitu, rychlou inkubaci a také relativné rychly postembryondlni rist (Starostova o kol
2010;2012).

Po vylihnuti byli pokusni jedinci umisténi individualné v plastovych boxech o
rozmérech 20 x 20 x 10 cm, u kterych byl znemoznén vyhled na ostatni jedince pomoci
prisvitné lepici pasky, aby byl co nejvic omezen stres z pifimého vizudlniho kontaktu. Plastovy
box byl standardné vybaven substratem (smés pisku a lignocelu), plastovym Ukrytem a miskou
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na vodu (obr. 5). Béhem kazdého krmeni byla, podobné jako u rodi€ovské populace, doplnéna
pokusnym jedincim cerstvd voda obohacend vapnikem a jednou za Ctrnact dni byl vapnik
nahrazen vitaminovou smési A, D3 a E. Krmeni probihalo dvakrat tydn¢ cvr¢ky obalenymi v
Roboranu H v pfiméfeném mnozstvi (tj. v mirmém piebytku) a velikosti odpovidajici rozmérim
gekona (tj. vyrazné neptesahujici délku hlavy jedince) tak, aby se vzdy nazral do sytosti.
Nezkonzumovani cvrécei byli pfed nasledujicim krmenfm odebrani. Pti krmeni byla pravidelné
ubikace CiSt€éna od trusu a zbytkli potravy, dle potieby byl vyménén 1 substrat. Pro zajiSténi
rychlého ristu byli jedinci umisténi v klimaboxech s kontrolovanou teplotou 30 °C, s 12
hodinovym rezimem dne a noci a optimalni cca. 70 % vlhkosti zajistovanou nadobami s vodou.
Casovy rozsah experimentu byl nastaven tak, aby u nejstarSich jedincti trval od vylihnuti po
dosazeni takové velikosti téla, kterd se v pfedchozim experimentu ve stejné teploté blizila
asymptotické velikosti odhadnuté ristovym modelem, coz trvalo piiblizné rok (Starostova a
kol. 2010). V ramci toho experimentu vSak bylo pocitdno s jistou rezervou, a proto byl
pramérny vek nejstarSi skupiny cca 22 mésici. Po dosazeni vahy 7 g (coz piblizné odpovida
Ctyfem mésicim veéku) byli jedinci v ramci skupiny paieni, aby byly zajistény co nejptirozené;jsi
hormonalni cykly a fyziologické pochody samcli a samic (Starostova a kol 2010). Samici byl
pro tyto uCely piifazen nepiibuzny experimentdlni samec, se kterym se pafila jednou mésicné
(opét kazdych 14 dni nez samice snesla prvni vejce). Pfed kazdym krmenim byla ubikace
rozmnozyjicich se samic prohleddna, nalezend vejce byla zvdZzena a zaznamenana. Gekoni P.
picta kladou vejce s vapenatou skotfdpkou, proto rozmnozujici se samice mely v ubikaci k
dispozici 1 misku s mletym vapencem pro doplnéni minerdld. Pro potieby riistového
experimentu byl vSichni pokusni jedinci kazdych cca 45 dnii zméfeni (jako standardni rozmér
byla pouzita délka téla od Spicky rostra ke kloace —tzv. SVL) a zvaZeni (s ptfesnosti na 0,001
9.
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Obr. 5 Gekon madagaskarsky (P. picta) ve své ubikaci.

5.2. Postup experimentu

Pro experiment bylo potfeba 14 odbérovych skupin rizného staii od Cerstvé vylihlych mlad’at
az po takovou dosazenou SVL, ktera se blizila asymptotické SVL, kdy nastava vyrazné
zpomaleni aZ Uplné zastaveni rlstu. Jedinci byli pro riistovou analyzu usmrceni piiblizné po
kazdych 42 dnech, nejstarsi skupiné bylo primémeé 620 dntl. Pro usmrceni zvifat byla zvolena
rychld dekapitace, kterd umoziiuje zskat veétSinu krve jedince pro nasledné stanoveni hladin
hormonti — vzhledem k testovanym hypotézim byly stanovovany hladiny estradiolu a
testosteronu. Rlizné Casti experimentu vyzadovaly vyuziti rizného poctu zvifat — to plati hlavné
pro ziskani dostate¢ného mnozstvi krve pro hormondlni analyzy. U vybranych jedinci byl
vypreparovan femur, déale byla odebrana a zvaZzena (s pfesnosti na 0,001 g) varlata, vaje¢niky a
vejcovody. Gonady nemohly byt zvazeny pouze u nejmladSich jedincl, kdy hmotnost
nedosahovala detekéntho limitu pouZivané vahy. Pohlavi u jedincli, kteti jesté¢ nevykazovali
vnéjsi dimorfni znaky, bylo zjiSténo praveé na zaklad¢ tvaru gonady pomoci binolupy (Kubicka

a kol 2006). Po odebrani a zvazeni vzorkii byl jedinci zmrazeni pro dalsi pouziti.
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5.2.1. Odbéry krve a méreni hladin steroidnich hormont

Krev byla odebrdna vSem jedincim ve skupin€ vzdy v rdmci jednoho odbéru po usmrceni
dekapitaci. Krev byla nabfrana z hlavy a trupu pomoci heparinizovanych sklenénych kapilar,
které zabranuji srazeni krve. Z kapilar byla krev sbfrana do 1,5 ml eppendorfek a az do
centrifugace byla umist¢na maximaln¢ Sest hodin v ledové tfiSti nez byla zpracovana cela
skupina zvitat. Pro odd€leni krvinek od plasmy byla pouzita centrifuga chlazend na 4 °C.
Cyklus byl nastaven na 15 mmut a 1500 otacek. Oddélend plasma byla odsata a uchovana pfti
teploté¢ -25 °C aZz do stanovovani hladin hormonti, k ¢emuz doSlo po nashromazdéni vSech
vzork. Hladiny eastradioln a testosteronu byly nasledné stanoveny komeréné v
Endokrinologickém Ustavu, Praha. Zejména u mlad’at vSak nebylo dostate¢né mnozstvi krevni
plasmy pro ob& analyzy, proto bylo nutné v n€kterych piipadech plasmu v rameci odberovych
skupin smichat od vice jedinct stejného pohlavi (Tabulka 1). Bylo vSak vzdy smichano stejné
mnozstvi plasmy od kazdého jedince, aby néktery vzorek objemové nepievazoval. Objem
jednotlivych zastoupenych vzorkd byl odvozen od toho nejmensiho. Pokud byly vzorky
slouceny, bylo také vzdy zaznamenano, o jaké zvifata se jednd. Pro naslednd srovnani vlivu
gonadalnich steroidii na rist a enchondralni osifikaci dlouhych kosti byly vSem jedinclim se

smichanou plasmou pfitazeny hladiny steroidi stanovené pro celou smichanou skupinu.
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Tabulka 1 Zastoupeni jedincit se smichanou krevni plasmou v odbérovych skupindch razenych vzestupné dle veku.

Skupina Pocet jedinci | Pocet jedincti se smichanou krvi
(samci + samice) (samci + samice)
1 31+36 31+36
2 17+24 17+24
3 7+10 7+9
4 5+5 5+4
5 6+6 4+4
6 6+6 2+5
7 8+6 0+4
8 6+6 2+4
9 6+6 4+4
10 6+6 4+2
11 6+6 0+2
12 6+6 0+0
13 6+6 2+2
14 4+4 0+0

Analyza hladin testosteronu byla provedena metodou radioimunologické analyzy
(RIA). Pro tyto vzorky byla aplikovana nasledujici metodika: 20 pl plasmy bylo smichdno s 80
ul fyziologického roztoku a 1 ml diethyletheru. Vodni faze pak byla zmrazena v suchém ledu a
zbyla etherova fize ptrevedena do zkumavky a nasledné odpafena ve vodni lazni pii 37 °C.
Takto ziskany extrakt byl smichan se 100 pl antiséra pro testosteron a radioaktivné znaCenym
testosteronem. Smés byla pak inkubovana pftes noc pfi teploté 2 az 4 °C. Nasledujici den bylo
piidano 500 pl suspenze aktivniho uhli a smés byla inkubovana 10 mmnut pii 5 °C a poté
odstred'ovana 10 minut pti 3000 otdckach za minutu. V supernatantu (bez volnych antigent)
byla nasledné¢ zméiena radioaktivita, pfiCemz vy$Si naméfend radioaktivita znacila nizSi podil
neznaCeného testosteronu ve vzorku. Mnozstvi obsazeného testosteronu bylo vypocitano
pomoci kalibra¢ni kiivky, sestavené v méfitelném rozsahu od 0,01 do 100 ng/ml. Pro stanoveni
hladin estradiolu byl pouzit komeréni kit ESTR-US-CT (Cisbio Bioassays, Codolet, Francie),
ktery ma velmi nizkou spodni hladinu detekce (0,001 ng/ml plasmy). V prvnim faz byl vzorek
inkubovan s polyklonalnimi protilattkami s volnymi vazebnymi misty pro estradiol. Nasledné

byl nkubovan ve vodni lazni po dobu jedné hodiny pii teplot¢ 37°C. Po inkubaci byla ¢ast
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estradiolu navdzdna na dno zkumavky. Ve druhém kroku se do zkumavky piimichalo 100 pl
radioaktivné znaceného estradioln. Dale byl vzorek mnkubovan po dobujedné hodiny pii 37°C.
Po ikubaci byl odstranén nadbyte¢ny radioaktivni estradiol. Nasledné¢ byla zméfena
radioaktivita, pfiCemz vySS§i naméfend radioaktivita znacila nizSi podil neznaceného estradiolu

ve vzorku.

5.2.2. Barveni femuru pro zjiSténi enchondralni osifikace a jeho vyhodnoceni

Pokusni jedinci z difveéjstho odbéru vzorkl (krev a gonady) byli pro odbér femuru rozmrazeni
pii pokojové teploté. Pro dokumentaci pribéhu enchondralni osifikace jsem se soustiedil na
jedince o stafi od vylihnuti do 122 dnti (tj. do ¢tvrté skupiny po vylihnuti), kdy by podle mych
predbéznych testovacich barveni méla osifikace jiz probéhnout. Pro pokus bylo pouzito 22

jedincl, z toho 12 samic a 10 samci.

Pfi preparaci femuru se prvné odstrani kiize a nasledné vetSi podil masité Casti. V praci jsem
pouzl tradiéni postup pro barveni kalcifkovanych casti, pomoci Alizarin Red a Alcian Blue
pro chrupavCité tkane. Z obarvenych preparati pak bylo mozné zjistit, kdy a v jaké mife nastava
enchondralni osifikace distdlni epifyzy femuru. Protokol pro ptipravu vzorkii byl poupraven

podle nasledujiciho schématu Taylor a Van Dyke (1985):

1. Po vypreparovani nastava dehydratace vzorkl jejich pfenesenim do ethanolu 96% po
dobu 5 dni.
2. Barveni v roztoku alcidnové modfi 1-3 dny (v zavislosti na velikosti konkrétniho
jedince).
o Barvici roztok alcianové modii:
e 15 mg Alcian Blue 8 GX (Sigma)
e 80 ml 96% ethanolu
e 20 ml 100% kyseliny octove (Sigma)
3. Vyprani vzorka v ethanolu 96 % po dobu 1 aZ 2 dnii.
4. Macerace vzorkli v 0,5 % vodném roztoku KOH po dobu nékolika (3-5) dni.
5. Barveni v barvicim roztoku alizarinové cervené (16-28 hodin):
e 1 ml zisobntho roztoku alizarinové cervené
e 8ml 1% KOH
o Zasobni roztok 0,004% alizarinové cCerven¢:

e 0.0157806 g praSkového Alizarin Red S (Sigma)
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e 500 ml 96% etanolu
6. Prani objektu v 0,5% vodném roztoku KOH.
7. Pievedeni vzorkii vzestupnou tadou (25, 50 a 75%) roztoku glycerolu v 0,5% vodném
roztoku KOH, v kazdém roztoku jsem je ponechal na 24 hod.
8. Pro uchovani vzorku se ptevedou do 100% glycerinu a pro kvalitnéj$i zachovani vzorku
se mize do kazdého pfidat malé krystalky fenolu a skladovat pii 4 °C.
Délkka trvani kazdého kroku a koncentraci pouzitych roztokl jsem musel piizplsobit

velikosti jedince. Aby nedoSlo k odvapnéni ¢i Gplnému rozpusténi vzorki.

Chrupavcité ¢asti barvené pomoci Alcian Blue i kosténé tkan¢ vizualizované pomoci
Alizarin Red byly nasnimany pod binokuldrni stereo-lupou Olympus SZX12. Vysledny obraz
byl sloZzen z n€kolika vrstev pomoci softwaru QuickPhoto Micro. Vysledné fotografie jsem
zpracoval pomoci analyzy obrazu ImageJ (Schneider a kol. 2012) pro zjiténi nastupu osifikace
epifyz umladych jedincti. M¢fila se relativni velikost plochy chrupavky vztazend na Sitku kosti.
Nejprve se zméfila Sfika kosti pod ristovou zonou. Tato velikost se definovala jako konkrétni
hodnota 10, ktera byla pro vSechny jedince stejnd a slouzila tak jako relativni méfitko. Po
nastaveni mefitka se ndsledné zméfila plocha chrupavky. Vysledné hodnoty pak byly pro

porovnany s ostatnimi zjiSt€énymi tdaji

5.2.3. Priprava histologickych Fezii pro zjiSténi aktivity ristové ploténky
femuru a jejich vyhodnoceni

Pro vyzkum zmény v dlouhodobé aktivit¢ ristové ploténky dlouhych kosti béhem zivota

pokusnych jedincti jsme navazali Gsp&$nou spolupraci s Ustavem histologie a embryologie 1.LF

UK, kde nam histologické fezy ristové ploténky zpracovali. K pokusu bylo vybrano 95 jedinct

od vylihnuti do véku 620 dnti, tak aby v kazdé kohort¢ byli zastoupeni tfi az Ctyfi zastupci obou

pohlavi se zndmymi ¢i odhadnutymi hladinami estradiolu a testosteronu.

Pro pifpravu histologickych preparati jsem, obdobné jako pii pifpravé vzorkd pro
barveni, vypreparoval femur a v tomto ptipade jej ulozl ho do 4 % roztoku formaldehydu pro
fixaci. V Ustavu histologie a embryologie byly takto fixované femury nejpozdéji do dvou
mesici  dale zpracovany. Po fixaci byly vzorky proplachnuty ve vodé a preneseny do
dekalcifikacniho vodného roztoku 10 % kyseliny mravenci. Dekalcifikace trvala dle velikosti
kosti dva az tii tydny, piicemz byl roztok kyselny dvakrat tydné ménén za Cerstvy. Nasledné

byla po dalsim proplichnuti ve vodé celd odvapnéna kost (nebo u starSich jedinci jen jeji
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koncové ¢asti) béznym postupem zalita do parafinu. Byly zhotoveny 7um siiné fezy, které byly

obarveny metodou hematoxylin-eozin a zamontovany do kanadského balzamu.

Vyhotovené histologické fezy jsem nasnimal pomoci softwaru QuickPhoto Camera 3.1
pod binokularni stereo-lupou Nikon Eclipse E400. Vysledné¢ fotografie byly zpracovéany
pomoci analyzy obrazu Imagel] (Schneider a kol 2012) na rozsah proliferaéni zony u rlstové
ploténky. M¢fila se relativni velikost plochy proliferaCni zony vztazend na Sitku kosti. Nejprve
se zmefila Sitka kosti pod ristovou zénou. Tato velikost se definovala jako konkrétni hodnota
10, ktera byla pro vSechny jedince stejnd a slouzila tak jako relativni méfitko. Po nastaveni
metitka se nasledné zméfila plocha proliferacni zony. Vysledné hodnoty pak byly opét

porovnany s ostatnimi ziSténymi Udaji

5.2.4. Statistické zpracovani

Pro statisticka zpracovani v programech Excel 2016, SegReg (Oosterbaan 2014) a Statistica
13.2. (Statsoft 2016) byly vzdy pouzity udaje zskané z posledniho méteni pred usmrcenim
(hmotnost, SVL, v¢ék) a po usmrceni (vaha gonad a vejcovodu, histologickd data). Kazdy
jedinec byl v nasledyjicich analyzach zastoupen pouze jednou, nedochdzi tedy k ovlivnéni
vysledkt kvilli pseudoreplikacim. Pfi zpracovani dat jsem u varlat pouzl pro kazdého samce
primér obou hodnot, protoze mezi obéma organy byla jen drobnd odchylka. U vaje¢niku a
vejcovodl jsem vzdy vybral ten vétSi z obou organti od jedné samice, protoze zejména v obdobi
ovulace a kladeni vajec obcCas dochdzelo ke znacnym rozdilim v hmotnosti levé a pravé Casti
téchto organi. Normalni rozlozeni dat bylo testovano Shapirovym-Wilkovym testem
v programu  Statistica, ktery pokud je na hladiné o = 0,05 signifikantni, data nemaji normalni

rozloZeni.

Pro popis ristu samcli a samic P. picta byl v programu Statistica pouzit pro kazdé
pohlavi zvlast' nelinearni von Bertalanffyho model asymptotického ristu (Clarr 1998;
Kratochvil a Frynta 2002; Kubicka a kol. 2013; 2015; 2017):

SVL =a(1 - e‘k(t‘to))
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Kde:
e a=asymptotickd SVL (mm)
e ¢ =ziklad pfirozeného logaritmu
e k =ristova rychlost
e t=vck (dny)
e to = hypoteticky vek pii SVL=0

Nejditve byly zjiStény parametry a, k a to pro obé pohlavi. Pro vyjadfeni rozdilu v ristu
mezi pohlavimi byly nejprve spocitany rezidudly samic od samct tak, ze aktudlni namérené
hodnoty samic byly odecteny od predikovanych hodnot samcli ve stejném veku, které byly
odhadnuty sam¢im ristovym modelem v programu Excel. Takto vzniklé rezidudly pak byly
otestovany metodou ,piece-wise regression®, kterd umozni statisticky odhadnout diskontmuitu,
tj. zZlom ve véku, kdy se samci a samice zanou potencidlné v SVL liSit. V programu SegReg
(Oosterbaan 2014) bylo prolozeno sedm riznych modelli (zadny vztah mez rezidualy a vékem;
jednoducha linedrni regrese s nenulovou smérnici; dva spojené linearni segmenty s nenulovymi
smérnicemi; horizontdlni linearni funkce nasledovana piimkou s nenulovou smérnici; pifmka s
nenulovou smérnici nasledovand horizontdlni funkci; dva horizontdlni segmenty s riznymi
pruseciky na ose y; dva nepropojené¢ segmenty, znichz asponl jeden ma nenulovou smeérnic i),
nejleps$i z nich byl objektivné vybran na zikladé mnozstvi vysvétlené variability (tj. testu
ANOVA zda se vyplati do modelu zatadit dalsi parametr). Na ziklad¢ tohoto odhadu byli
jedinci obou pohlavi rozd€leni na skupinu pfed a po zahijeni pohlavné dimorfniho rdstu.
Nasbirané hodnoty (tj. SVL, hmotnost t€la, hmotnost gonad a vajeniki a hladiny estradiolu a
testosteronu) byly porovnany pro jednotlivd pohlavi pred a po dosaZeni tohoto veéku. Nasledné
byli samci i1 samice porovnani dohromady pied a po dosazeni tohoto véku v hodnotach, které
to umoziiovaly (t). SVL, hmotnost téla a hladiny estradiolu a testosteronu). ProtoZze data neméla
podle Shapirrova-Wilkova testu normalni rozd€leni, byl v programu Statistica pro jejich
porovnani pouzit neparametricky Manniv-Whitneylv U test (M-W test). Grafy vyjadiujici
zavislost parametri na véku ¢i SVL pokusnych jedinci byly vytvoteny v programu Excel. K
popisu zavislosti velikosti varlat na SVL samcl byla v programu Statistica pozta linedrni
regrese, kterd za pouziti menstho poctu parametrii vysvétlila stejné procento variability jako
proloZend kvadratickd funkce.

Pied vlastnim porovnanim piipadnych rozdili mezi pohlavimi v dynamice uzavirdni

rastovych plotének proximdlniho a distalnitho femuru v zavislosti na véku a SVL bylo

26



Shapirovym-Wilkovym testem zjiSt€no, Ze vSechny spojit¢é proménné nemaji normalni
rozdéleni, pficemz byly tyto odchylky hlavné¢ pro SVL a vék znacné (viz grafy téchto zavislosti
ve vysledcich). Protoze proximalni riistova ploténka jiz byla uzaviena u vétstho poctu jedinct
obou pohlavi, bylo mozné tato data prevést na hodnoty s bmomickym rozdélenim (uzaviena ci
neuzaviena chrupavka). Nasledny model GLZ v programu Statistica s bnomickym rozdélenim
a logit spojovaci (,link*) funkci pak testoval, zda uzavirdni rlstové ploténky proximalniho
femuru zalezi na pohlavi jedince (kategoridlni faktor) a na v€ku ¢i SVL jedince (spojité
vysveétlujici proménné testované samostatn¢). Distalni ristova ploténka vSak jeSt¢ nebyla
uzaviend u dostate¢ného poctu zvifat, aby i tady bylo mozné pouzit obdobny model jako u
proximdlni chrupavky. Dynamika uzavirani distalni chrupavky v zavislosti na pohlavi, veéku a
SVL tak byla pouze vizualizovdna pomoci graft.

Pred vlastnim porovnanim piipadnych rozdili mezi pohlavimi v enchondralni osifikaci
distalni epifyzy femuru v zavislosti na véku a SVL bylo Shapirovym-Wilkovym testem
7jisténo, ze vSechny spojit¢ promenné, kromé¢ SVL, opét nemaji normalni rozd€leni, ale
odchylky od n¢j nebyly pro v¢k a enchondralni osifikaci pfili§ vyrazné (viz grafy téchto
zavislosti ve vysledcich). Proto byla pro testovani pohlavnich rozdilh v nacasovéni
enchondralni osifikace pouZita v programu Statistica analyza kovariance (ANCOVA) s vékem
¢1 SVL jako kovariatou. Grafy téchto zavislosti byly vytvofeny v programu Excel.

6. Vysledky

6.1. Ruiistové krivky a rezidualy
Rist obou pohlavi gekona P. picta evidentné neni linedrni (Obr. 6). Asymptoticky von
Bertalanffyho ristovy model vysvétlil 97,4 a 98,3 % celkové variability v datech.

Ristovy model pro samice: SVL = 87,1(1 — e~ %00(t=(=45.1))

Ristovy model pro samce: SVL = 96,1(1 — e~%008(t=(=50.1))
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Obr. 6 Vztah mezi vékem a délkou téla z dat z méreni pri usmrceni jedincii. Samci (modie) dosahuji vétsich velikosti nez samice
(Cervené). Pohlavné specifické krivky rustu jsou odhadnuty na zakladé von Bertalanffyho modelu.

Na zaklad¢ kritéria nejvice vysvétlené variability za pouziti nejmenSiho poctu parametrii
vybral program SegReg jako nejvhodnéjsi model se dvéma horizontdlnimi segmenty s riznymi
prisec¢iky na ose y (Obr. 7). K bodu zlomu, tj. bodu od kterého jsou samci a samice dimorfni
v rustu, dochazi podle modelu ve veéku 180,4 dni + 0,53 SE. Pied i po bodu zZlomu maji obé

rovnice linedrni regrese nulovou smérici (0 + 0,005 SE pied a 0 + 0,004 SE po zlomu).

Rovnice linearni regrese pred zlomem: y = 0x — 0,29

Rovnice lonearni regrese po zZlomu: y = 0x — 7,75

Z Obr. 7 a z rovnic obou linearnich regresi je ztejmé, ze rezidualy samic od samct jsou do bodu
Zlomu takika nulové, protoze obé pohlavi rostou stejné rychle. Po 180. dni jsou jiz samice
vyrazné mensi nez samci, kviili cemuz rezidualy dosahuji zapornych hodnot. Tento rozdil vSak

ziistdva konstantni od bodu zlomu az do konce experimentu, jak je patrné i1 z Obr. 6.
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Obr. 7 Grafické zndazornéni zmén v hodnotach reziduali samic od samcich hodnot. Z pouZitého modelu je patrné, ze samci a
samice rostli do bodu zlomu stejné, zatimco po dobé zlomu jsou samice vyrazné mensinez samci. Prerusovana cary znaci 90%
konfidencni interval pro vyskytobou krivek linedlnich regrese. Bod zlomu je ve veku 180 dni = 0,53 SE.

6.2. Porovnani parametri pred a po zac¢atku pohlavné dimorfniho
rastu

Porovnani samic pred a po 180. dni

Samice mély ve ve€ku, kdy uz jsou prokazateiné mensi nez samci, vySs$i hladiny estradiolu (M-
W:U=579,0; p<0,001; Obr. 10 a 18). M¢ly také vyssi hladiny testosteronu (M-W: U=1116,0;
p <0,001; Obr. 11 a 19), vétsi vajecniky (M-W: U=208,5 p <0,001; Obr. 12 a 21) i vejcovody
(M-W: U=174,0; p <0,001; Obr. 13 a 20).
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Porovnani samcu pired a po 180. dna

Samci meli ve véku, kdy jsou uz prokazateln¢ vetsi nez samice vyssi hladiny estradioln (M-W:
U =1364,0; p=0,03; Obr. 10 a 18), m¢li také vyssi hladiny testosteronu (M-W: U =912,0; p
<0,001; Obr. 11 a 19) a vétsi varlata (M-W: U = 68,5 p <0,001; Obr. 14 a 22).

Porovnani samcu a samic pred dosazenim 180. dnu

Samci a samice se pred 180. dnem veéku (tj. v dobé¢, kdy se jeste¢ neliSili vzristu) neliSili v
hladinaich estradiolu (M-W: U =2207,0; p=0,07; Obr. 10 a 18), v SVL (M-W: U =2714,5; p
=0,804; Obr. 6) av hmotnosti (M-W: U =2714,5; p=0,804; Obr. 15). Lisili se vSak v hladindch
testosteronu, které byly u samcii vyssi (M-W: U =31,0; p <0,001; Obr. 11 a 19).

Porovnani samcu a samic po dosazeni 180. dnu

Samice mely po 180. dnu véku (. v dobé, kdy uz byly men$i nez samci) vyssi hladinu
estradioln (M-W: U = 426,0; p =0,001; Obr. 10 a 18). Samci m¢li vys§i hladinu testosteronu
(M-W: U =12,0; p <0,001; Obr. 11 a 19), byl t¢zsi (M-W: U = 12,0; p < 0,001; Obr. 15) a
veétsi (M-W: U =569,0; p <0,001; Obr. 6).

Srovnani parametru s vékem jedince

Srovnani sledovanych parametri (relativni plocha ristové ploténky proximalni a distalni césti
femuru, estradiol, testosteron, vajecnik, vejcovod, varle, hmotnost) vztazenych na veék jedince.
V grafu je vzdy vyznacen 180. den véku, kdy se podle modelu ,piece-wice reggression* samci

a samice zacali v SVL LSit.
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Obr. 8 Vztah mezi vékem a relativni plochou riistové ploténky proximalni casti femuru u samcii a samic. Cerna primka
vyznacuje vék 180 dni.

25 1 O samice
— Asamec
£
~(0
+—
.
© 20 -
> [o]
>
&
o A
E [e]
=) i
.S S 15 .
QL o]
> % o] o [0}
2« - o
w o fe) [o] o]
oJ [7,] A (o]
— MG 10 - o A (o]
>0 ol o
E 4; o ok A0 A A o o o
8 A 8 o AO AOQ o
—= A% o A
9— A ° A A& . A o A
g 5 7 X A g o A & AO A
= o o N
ke a a
Q
o A
(o]
0 1 1 T 1 1 T 1 1 1 1 1 & 1 :l 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
Veék (dny)

Obr. 9 Vztah mezi vékem a relativni plochou rustové ploténky distalni casti femuru u samcii a samic. Cernd primka vyznacuje
vek 180 dni.

31



1,2 - O samice
@
A samec
1 A o
o
0,8 - @
=
£
—
0o
£ 06 - @
2 o
2 o
et A
. A
u 04 o ° & @
@ o
M aa @ () o o
o o d4 2 o o ° © 09
i o A )
0,2 b . & Oo o prvs A o0 A ® A
- om A A o ®  ah Ao Al
@& o A A 8% Ao 'y A
a0 o) J.y
o
0 T T T T T T T T T - - T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
Vék (dny)
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Obr. 13 Vztah mezi vékem a hmomosti vejcovodii u samic. Cernd primka vyznacuje vék 180 dni.
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Obr. 15 Vztah mezi vékem a hmotnosti u samcii a samic. Cernd primka vyznacuje vék 180 dni.
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Srovnani parametru s velikosti téla

Srovnani sledovanych parametri (relativni plocha riistové ploténky proximalni a distalni Casti
femuru, estradiol testosteron, vajeCnik, vejcovod a varle) vztazenych na velikost téla. Podle
modelu ,piece-wise reggression‘ se zacinaji pohlavi od sebe liSit 180. den véku, coz odpovida

SVL 76 mm pro samice a 79 mm pro samce.
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Obr. 16 Vztah mezi SVL a relativni plochou riistové ploténky proximalni casti femuru u samcii a samic. Cervena primka
vyznacuje SVL 76 mm a modra 79 mm.
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Obr. 19 Vztah mezi SVL a hladinami testosteronu u samcii a samic. Cervend piimka vyznacuje SVL 76 mm a modra 79 mm.
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Obr. 20 Vztah mezi SVL a hmotosti vejcovodu u samic. Cervend piimka vyznacuje SVL 76 mm.
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Vztah mezi hmotnosti varlat a velikosti téla nejvice parsimonné vysvétlila linearni regrese.

Model vysvétli 86,8 % variability. Varlata rostou se SVL v podstaté linearné.

=0,003SVL — 0,11

m (pramér varlat)

6.3. Porovnani uzavirani ristovych plotének femuru
Z Obr. 23, 8 a 16 je patrné, ze se ristova chrupavka proximalniho femuru uzavird u obou
pohlavi. Test GLZ (binomické rozd€leni, logit link funkce) ukdzal, Ze uzavirdni proximalni
ristové ploténky, pokud je jako spojitd vysvétlujici proménnd pouzit vek jedince, nezalezi na
pohlavi jedince (W = 2,96; p = 0,085), zilezi vSak na véku jedince (W = 6,45; p = 0,011).
Z uveden¢ho vyplyva, Ze se proximalni rlstovd chrupavka uzavird u starSich jedinch, avsSak
nezavisle na pohlavi (Obr. 8). Pokud je jako spojita vysvétlujici proménna pouzita SVL jedince,
pak zalezi jak na jeho pohlavi (W =9,75; p = 0,002), tak i na SVL (W = 15,86; p < 0,001).
Z toho vyplyva, Ze samicim se proximalni rlstova ploténka uzavird v menSi SVL, nez samcim
(Obr. 16).

Z Obr. 8,9 a 24 je patrné, zZe se ristova ploténka distalniho femuru uzavird také uzaviré
u obou pohlavi Z divodii uvedenych v metodice vSak nelze pribéh uzavirani spolehlivé
statisticky mnterpretovat. Na ziklad¢ grafického znazornéni lze odhadnout, Zze po celou dobu
experimentu meli samci 1 samice ristovou ploténku stejné¢ aktivni a pokud doslo k jejimu

uzavieni, dosahovali samci vétsi SVL nez samice (Obr. 9 a 17).
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Obr. 23 Zmeny v rustové ploténce proximalni casti stehenni kosti (hlavice) béhem zivotajedince. 1) Proliferacni zona je plné
aktivni a je odlisitelna od chrupavcité tkané kloubni hlavice pred nastupem enchondralni osifikace; (stari jedince 2 dny; 2)
proliferacni zona je plné aktivni, enchondralni osifikace jiz probéhla (stari jedince 217 dnii); 3) proliferacni zona jiz zacind
degenerovat (stari jedince 318 dnii); 4) proliferacni zéna jii zanikla (stari jedince 519 dnii). Sipka ukazuje na proliferacni
zénu.
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Obr. 24 Zmeny v ristové ploténce distalni casti stehenni kosti behem Zivota jedince. 1) Proliferacni zéna je plné aktivni a je
odlisitelna od chrupavcité tkané kloubni hlavice pred ndstupem enchondralni osifikace (stari jedince 1 den); 2) proliferacni
zona je plné aktivni, enchondralni osifikace jiz probéhla (stari jedince 373 dni); 3) proliferacni zéna jiz zacind degenerovat
(staii jedince 619 dnii); 4) proliferacni zéna jiz zanikla (staii jedince 621 dnii). Sipka ukazuje na proliferacni zénu

6.4. Pribéh enchondrilni osifikace epifyzy distalniho femuru

Epifyza distalntho femuru osifikuje do 121 dnu véku u obou pohlavi (Obr. 25; 27). Prib¢h
osifikace nezilezi na pohlavi ani kdyz je jako kovaridta pouzit vék (ACNOVA: F(1,19=0,70;p
=0,415; Obr. 25), ani kdyz je jako kovariata pouzita SVL (ANCOVA: F(1,19)=0,44;p=0,514;
Obr. 26).
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Obr. 26 Vztah mezi velikosti a relativni plochou enchondralni chrupavky distalni casti femuru u samcii a samic.
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Obr. 27 Obrazek 1 Zmeény v nastupu osifikace epifyz u mladych jedincii. 1) Chrupavcité tkané kloubni hlavice pred nastupem
enchondralni osifikace (stari jedince 1 den); 2) enchondralni osifikace je plné aktivni (stari jedince 42 dnii); 3 enchondralni
osifikace se rozsiruje a vypliuje epifyzu (stari jedince 89 dnii); 4) enchondralni osifikace jiz probéhla (stari jedince 121 dnii).
Sipka ukazuje na sekundarni osifikacni centrum.
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7.Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo testovat navrzené proximatni mechanismy ontogeneze SSDu
gekona Paroedura picta pomoci sledovani pribéhu ristu a osifikace femuru, typické dlouhé
kosti. Zajimalo m¢ také, jak a kdy se samci a samice zacnou liSit v ristu, jak se béhem
ontogeneze méni u obou pohlavi velikost gondd a hladiny vyznamnych gonadalhich hormont
estradiolu a testosteronu. A v neposledni fadé také, zda a jak pilsobi piirozené hladiny

gonaddlnich hormonii na ristové ploténky, které rist kosti do délky umoziyji.

7.1. SSD a pohlavné dimorfni rist Kosti

Model piece-wise regrese ukazal, Ze se samice za¢nou v SVL vyrazné¢ odliSovat od samct ve
véku 180 dni, to podle ristovych modeli odpovidd SVL okolo 76 mm pro samice a okolo 79
mm pro samce (Obr. 6), do t€ doby rostou ob¢ pohlavi v podstaté stejné. Zajimavé je, Ze zména
SVL samic vi¢i samctim, ke které dochdzi brzy po 180. dnu, je pomérné znacna, ale uz se dale
neprohlubuje a tento rozdil zistdva konstantni az do konce experimentu. Obé pohlavi se tak po
tomto nahlém zpomaleni ristu samic jiz v rychlosti ristu opét neli§i, tj. jejich rlst probiha
viceméné paralelné¢ (Obr. 7). Trend rlstu pokusnych jedinci P. picta je podobny jako
v ptedchozich studiich (Kubicka a Kratochvil 2009; Starostova a kol 2010; 2013; Kubicka a
kol 2015; 2017). Z téchto ristovych trendl je patrné, Zze v pozd€jSim veku je rist u tohoto
gekona takika minimalni az Zadny, coz Upln€ neodpovidad defmnici neukoncen¢ho ristu
(Charnov a kol 2001; Obr. 2). Analyza fezli ristovych plotének proximalniho i distalniho
femuru potvrdila, Ze v pribéhu experimentu doslo k uzavieni téchto plotének u obou pohlavi
(Obr. 23 a 24). I kdyz délka femuru je jiné vyjadieni velikosti nez SVL, ob¢ hodnoty spolu
alesponi u tohoto druhu velmi tzce korelyji (JirkGi 2007). Proto Ize piedpokladat, ze uzavirani
ristovych plotének femuru bude souviset s uzavirdnim ristovych plotének obratli (Raimann a
kol 2017), a ze gekon P. picta ma ukonCeny rist, podobné jako bylo ziSténo u nékterych jinych
plazi (Castanet a kol. 1988; De Buffrénil a kol 2005; Frydlova a kol. 2017). Oproti definici
ukoncen¢ho rtstu (Obr. 2; Charnov akol. 2001) dochaz k uzavirani ristovych plotének femuru
az po dosazeni pohlavni zralosti, pfi¢emz se ob¢ ploténky v nacasovani uzavirani li§i (Obr. 16
a 17). Prvni zaznamenané uzavieni proximalni ristové ploténky nastalo 265. den, zatimco u
distdlni ristové ploténky nastalo az 566.den. Rozdil v nacasovani uzavieni rustovych plotének
by mohl byt zplisoben, podobn¢ jako u obratloveli s ukonCenym riistem (savcil), rozdinou Sifi
plochy ristové ploténky, kdy v ramci $iusi (v tomto piipadé distalni) ristové ploténky dochdzi
k vyerpani proliferadni kapacity pozdé&ji (Smahela 2001; Serrat a kol. 2007). DomnivAm se, Ze
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kdyby se v pokusu pokracovalo, doslo by také k uzavieni distdlni rdstové ploténky femuru u
vice jedinct, podobné jako tomu bylo v proximalni casti.

Z porovnani uzavirdni proximalnich ristovych plotének femuru mez pohlavimi je
patmé, Ze se pohlavi neli§i ve veéku, kdy k uzavirani rtstové ploténky dochazi (Obr. 8), samicim
se vSak ploténka uzavird piidosazeni mensi délky téla nez samctim (Obr. 16). Uzavirani riistoveé
ploténky nebylo pozvolné, ale dochdzelo k nému poméme rychle, opét podobné jako u savct
(Weise a kol. 2001; Nilsson a kol 2014). Vzhledem k malému mnozstvi jedinct s uzavienou
rastovou ploténkou distdlni casti femuru a rozlozeni dat bohuzel nebylo mozné pouzt stejny
nebo podobny statisticky model pro srovnani uzavirdni této ploténky. Nicméné v Obr. 9 a 17
lze pozorovat podobny trend jako u proximdlni ploténky — u obou pohlavi je distdlni ristova
ploténka opét aktivni stejné¢ dlouho aZ do jejtho nahlého uzavieni, pfi¢emz samicim se uzavirad
pii dosazeni mensi délky téla nez samctim. Zda se tedy, ze doba proliferacni aktivity rtistovych
plotének je uobou pohlavi stejna, nez se pomérné rychle se ve stejném véku uzavie, ale usamct

je prolifereace umoznujici rist kosti do délky vyrazné;si.

7.2. Prifiny pohlavné dimorfniho ristu Kkosti

Pti porovnani hladin hormonti u obou pohlavi pied a po 180. dnu (tj. pfed a po zacatku pohlavné
dimorfniho rlstu) maji samci vzdy vysSi hladiny testosteronu nez samice (Obr. 11). Pro ob¢
pohlavi samostatné vSak také plati, Zze hladiny testosteronu maji vy$si po 180. dnu. Zvysené
hladiny testosteronu u samic v obdobi pohlavné dimorfhiho ristu mohou byt na prvni pohled
prekvapivé, ale Ize je vysvétlit tak, Ze testosteron slouzi jako prekurzor pro syntézu estradiolu
pomoci aromatazy (viz Obr.1; Norris 2007) a vyraznéji zvySené hladiny testosteronu tak pouze
koreluji s hladinami estradioln v dob¢ jeho zvysené syntézy. Tento testosteron by teoreticky
mohl nepiimo pusobit na konecnou délku téla samic (plisobenim na zmenseni vajecnikii a tim
i normalni produkci ovaridlnich hormonti; Starostova a kol 2013), jedna se vSak patrné o
pitrozené vykyvy hladin, zatimco v praci Starostové a kol byly pro zvySeni hladin tohoto
hormonu pouzity testosteronové implantdty. Samcim v mém pokusu rostla varlata viceméné
lnedrm& se SVL (Obr. 14) a i kdyZ m¢li v obdobi pohlavné dimorfniho ristu hladiny
testosteronu vyssi (Obr. 11), neovlivnilo to tempo jejich ristu (Obr. 6 a 7). Navic v predchozich
studiich Starostové a kol (2013) a Kubicka akol. (2015, 2017) bylo opakované experimentalné

zji8téno, Zze se testosteron na rdstu samcd tohoto druhu nepodili.

Pted 180. dnem méli samci a samice podobné hladiny estradiolu. Culter (1997) ve studii
na lidech usuzoval, Zze nizké hladiny estrogeni stimulyji rist u obou pohlavi AvsSak u
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predpubertalnich divek dochdz vlivem zvySenych hladin estrogentl, souvisejicich s dozravanim
ve srovnani s chlapci. To odpovida i situaci v této studii, kdy se s ndstupem reprodukce tésne
po 180. dnu (¢i po dosazeni piislusné délky téla odpovidajici tomuto veku) samicim zvedly
hladiny estradiolu (Obr. 10 a 18). Souvislost zvysenych hladin estradiolu se zvySenou aktivitou
reproduk¢nich orgdnu samic (zvétSeny vajecnik znamend, Ze je organ v pozdné vitelogenni fazi
a zvétSeny vejcovod znamend, ze obsahuje ovulovany folikul) je patrnd i z Obr. 21 a 12 u

vajecnikit a Obr. 13 a 20 u vejcovodu.

7da se napadné, Ze hladiny estradiolu se zvysily a rist samic se zpomalil kratce poté, co
vstoupily do reprodukce (vSechny byly poprvé paieny zhruba v 7 gramech hmotnosti).
Z ptedchozich experiment je vSak zrejmé, ze omezeni alokace do reprodukce, at’ uz izolaci
samic od samctl nebo odstranénim jednoho z ovarii, nema na kone¢nou délku téla samic zadny
vliv (Starostova akol. 2013; Kubicka a kol 2017). Z toho lze vyvodit, Ze rist samic je u gekona
P. picta regulovan nikoliv vstupem do puberty, ale nastupem do aktivni reprodukce, pro kterou
je charakteristickd zvySena produkce ovaridlnich hormoni véetné estradioln. To by
vysvétlovalo, pro¢ nespafené samice stejného druhu gekona dorostly stejné délky tcla, jako
rozmnozyjici se samice (Starostova a kol 2013). Tyto socidlné izolované samice mély ve
vajeCnicich vyrazn¢ zvétSené folikuly v pozdni vitelogenni faz aje zndmo, Ze produkce Zloutku
v jatrech je u obratlovell praveé stimulovana zvySenymi hladinami estradiolu (Norris 2007). Tyto
samice tak jiz musely projit fazi se zvySenymi hladmami estradiolu, které mohly ovlivnit jejich
konecnou délku téla. Bylo by zajimavé otestovat, jaké by dosahovaly samice velikosti, kdyby
zapocCaly s rozmnoZenim v rozdilném v€kovém rozestupu, pii rizné velikosti téla a pfi jaké
velikosti uz nema nacasovani reprodukce na jejich SVL vliv. Tento experiment je u P. picta
relativné lehce proveditelny, protoze druh dospivd v nizkém v€ku a socidlni izolaci se da
manipulovat s nastupem do reprodukce. Dala by se urCit investice do reprodukce ¢i hormonaIni
kontroly ristu pomoci estrogentl. Z mych pozorovani lze ¢aste¢né vyvodit, ze by m¢la konecna

délka téla samic korelovat s jejich vstupem do aktivni reprodukce.

Vyse uvedend pozorovani jsou v souladu s hypotézou, ze zvySena hladina estradiolu
nebo jiného ovaridlniho hormonu negativné ovlivnila proliferaCni aktivitu ristové ploténky,
ktera umoziuje riust kosti do délky, a samice proto za stejny casovy usek dorostly mensi
kone¢né délky téla nez samci (Obr. 8, 16, 9 a 17). Ma studie je korelativni povahy a nemiiZze
tedy prokézat, ze skuteCné estradiol a ne jiny ovaridlni hormon zastavuje rist samic. AvSak
ovarialni hormony produkované zralou gonadou v obdobi aktivni reprodukce prokazatelné
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omezuji proliferaéni aktivitu ristové ploténky dlouhych kosti a potazmo 1 obratli, jejichz
pohlavné dimorfni rist se na SSD tohoto gekona nejvice podili (Vohralik 2016). V pokusech
Weise a kol (2001) a Nilsson a kol (2014) podévanim estradiolu ovariektozovanym samicim
kralikti zstili, ze unich tento hormon plsobi na proliferacni aktivitu chondrocytii v proliferacni
zon¢ a na velkost chondrocytii v klidové zon€. Obecné je pocet déleni chondrocyth
v proliferacni zon¢ omezen a jeho vyCerpanim dochazi k rychlému uzavirani plotének.
Estradiol podle navrzeného modelu Weise a kol. (2001) jeSt¢ vice redukuje kapacitu déleni
chondrocytli, patrn¢ urychlenim zkracovani telomer. Oproti kontroldam tak doSlo k uzavieni
ristové ploténky dfive, ale ne okamzité¢ po podani estradioln. Tento navrzeny mechanismus je
odlisny od zavéri mé studie, protoze doba aktivity femoralnich plotének byla u obou pohlavi
zkoumaného gekona stejnd. Zatimco u kraliku estradiol snizuje pocet déleni v proliferaéni zoéné
plotének, u P. picta estradiol (nebo jiné ovaridlni hormony) patrn€ snizuji frekvenci téchto
déleni. To by také mohlo vysvétlit, pro¢ v predchozim pracich Starostova a kol (2013) a
Kubicka a kol (2017) ovariektomizované samice P. picta (bez zdroje ovaridlnich hormont)
mohly vyrtst stejné jako samci. NejspiSe to umoznila zivotnost rlstové ploténky, kterd je u
obou pohlavi aktivni po stejné dlouhou dobu a jejiz proliferacni aktivita nebyla hladinami
ovaridlnich hormonli omezena. K rozdinému ristu mez pohlavimi stacil jako zdroj
gonadalnich steroidii pouze jeden vajecnik, ktery je pro zachovani piirozenych hormonalnich
cykli dostatecny (Kubicka a kol 2017). Z vySe uveden¢ho je proto ziejmé, Ze pohlavné
dimorfni rist kosti je u gekona P. picta fizen ovaridlnimi hormony a samci jsou v tomto ohledu

spiSe neutralni pohlavi.

7.3. Enchondralni osifikace distalni epifyzy femuru

Enchondralni osifikace epifyzy probihala kontmudln¢ (Obr. 25). Pohlavi se neliSilo v pribéhu
osifikkace v zavislosti na véku (Obr. 25) a ani na SVL (Obr. 26). Kompletni osifikace epifyzy
probehla jest¢ ve veéku do 180. dne, kdy rist neni dimorfni a nezavisle na této udalosti zistala
zachovéana rustova ploténka. Samci pfed 180. dnem méli oproti samicim mirné zvySené hladiny
testosteronu, které vSak na prib&h enchondralni osifikace epifyzy nemély vliv. V pracich
Fabrezi a kol (2007) a Jerez a Tarazona (2009) sledovali u Supinatych plazii ontogenezi ristu
koncetin a zjistili, Ze ke kompletni osifikaci epifyzy také dochazi jesté pred dosazenim pohlavni
zralosti. U lidi probihd enchondralni osifikace epifyzy také v prepubertdlnim veku, kdy se jesté
mezi sebou chlapci a divky nelisi. V puberté rist pokracuje pouze pomoci rustovych plotének,

které se po ukonceni puberty uzaviou (Grave a Brown 1976; Roche 1986).
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8.Zavér

Proximatni mechanismy ristu a pohlavniho dimorfismu ve velkosti téla (SSD) u Supinatych
plazii nejsou zcela dostatecné prozkoumany. Pro studium ontogeneze pohlavné dimorfniho
ristu kosti jsem pouzil gekona Paroedura picta, jehoz samci jsou vétSi nez samice, a ktery ma
mezi gekony nejlépe prozkoumané proximatni mechanismy SSD. Zjistil jsem, Ze u obou
pohlavi dochdz k uzavirdni femorélnich ristovych plotének, které umoziuji rist kosti do délky,
coz potvrzuje, ze P. picta md ukonceny rist. Femoralni ristové ploténky se u obou pohlavi
uzaviraly ndhle ve stejném veku, pficemz u proximalni ploténky k tomu dochdzelo v niz$im
véku nez u distalni ploténky. Samicim se vSak rlstové ploténky uzaviraly pii mensi délce téla
nez samcim. ProtoZze investice do rozmnozovani nema na rust ¢i kone¢nou délku téla samic
tohoto druhu vliv, ke zpomaleni jejich ristu pravdépodobné doslo aZ piisobenim zvySenych
hladin estradioln (¢i jiného ovaridlniho hormonu) produkovaného reprodukéné aktivni
gonadou. Pozorovani jsou v souladu s hypotézou, ze estradiol patrné snizuje frekvenci déleni
chondrocytli v proliferaéni zo6n¢ riistové ploténky a tim zpomaluje riist samic oproti samctm.
Pohlavné specifické hladiny hormont ale nemaji na uzavirani rustovych plotének Zidny vliv.
Bude vSak zapotfebi manipulativnich experimentii k potvrzeni této kauzality. EnchondrédlIni
osifikace distalni epifyzy femuru neni ovlivnéna pohlavnimi hormony, protoze tento proces
probihal shodné u obou pohlavi v obdobi nedimorfni faze ristu. Po osifikaci epifyzy zistala
zachovana rustova ploténka a tim 1 moznost rustu kosti do délky. Lze tedy shrnout, ze pohlavné
dimorfni rist kosti je u gekona P. picta fizen zvySenymi hladinami ovaridlnich hormont
produkovanymi vajecniky v obdobi aktivni reprodukce, které zpomaluji prolifera¢ni aktivitu

rastovych plotének a ze samci jsou v tomto ohledu spiSe neutrdlni pohlavi.
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