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Abstrakt:

U amniotickych obratlovcii mize byt pohlavi uréeno genotypem, nebo podminkami
okolniho prosttedi, pfedevsim teplotou, béhem rané faze ontogeneze. Nejen velkou druhovou
diverzitu, ale 1 diverzitu ve zptisobech urceni pohlavi nalezneme u parafyletické skupiny plazi,
u kterych se vyskytuji oba zminéné typy urceni pohlavi. Zamétime-li se na environmentalni
urceni pohlavi, zjistime, ze ohledn¢ jeho fungovani panuje stdle mnoho nejasnosti. Napiiklad
neni jasné, jakym zplisobem dokaze embryo zachytit teplotni signdl, na jehoz zakladé se
diferencuji gonady. Nedavno byl navrzen teoreticky model, ktery predpoklada, ze zasadni roli
v tomto procesu hraji reaktivni formy kysliku (ROS) a vapenaté ionty. Tato prace predstavuje
experimentalni otestovani role ROS pomoci osetieni vajec gekoncika nocniho (Eublepharis
macularius) a gekona Pachydactylus tigrinus paraquatem. Kromé toho byl u téchto druht
otestovan také vliv hypoxie, kterd je ekologicky relevantnim faktorem pii inkubaci plazich
vajec a mimo jiné muze mit vliv i na produkci ROS. Ziskané vysledky vliv paraquatu ani
hypoxie nepodporuji, pfesto vSak hypotézy jejich vlivu nelze jednoznacné zamitnout a je tieba

dalsi studium.
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Abstract:

In amniotes, sex can be determined either by genotype or by environmental conditions,
primarily temperature, during early development. Reptiles exhibit remarkable diversity not only
at the species level but also in terms of sex determination mechanisms, encompassing both
genotypic and environmental sex determination. Despite significant advances in our
understanding of environmental sex determination over the past ten years, there are still gaps
in our knowledge regarding its molecular mechanisms and evolution. Recently, a theoretical
model has been proposed suggesting that reactive oxygen species (ROS) and calcium ions play
an essential role in capturing temperature cues by the embryo during the crucial process of sex
determination. In this thesis, I tested the role of ROS in the leopard gecko (Eublepharis
macularius) and the tiger gecko (Pachydactylus tigrinus) by treating their eggs with paraquat.
Additionally, the effect of hypoxia was also tested. Hypoxia seems to be an ecologically
important factor during the incubation of many reptile eggs and could possibly affect
environmental sex determination, e.g. by increasing ROS production. The results do not support
the effects of either ROS or hypoxia on sex determination. Nevertheless, based on these results,
the hypothesis regarding the influence of ROS (or paraquat) and hypoxia cannot be definitively

rejected and requires further investigation.
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1 Uvod

Urceni pohlavi je dalezitym okamzikem v zivoté organismu s oddélenymi pohlavimi,
ktery rozhodne, zda se gonadalni tkan zacne vyvijet jako vajecnik, nebo varle. U nékterych linii
je pohlavi ur¢eno jiz béhem oplozeni a zavisi na genotypu, ktery jedinec ziskal od svych rodica
(GSD - genotypic sex determination). Jini vSak postradaji genetickou kontrolu nad vyvojem
gondd a k rozhodnuti o urceni jejich pohlavi dochazi pozd¢ji béhem senzitivni faze vyvoje
v zavislosti na podminkdch okolniho prostfedi. V tomto pifipadé pak mluvime
o environmentaln¢ ur¢eném pohlavi (ESD — environmental sex determination). Jelikoz je typ
uréeni pohlavi zasadnim faktorem, ktery mlze kromé samotného Zzivota jedince ovlivnit
i poméry pohlavi v populaci, a tim i socidlni interakce jedincti, popula¢ni dynamiku a evoluéni
potencial druhi, je tak s podivem, ze evoluce nenasla jedno idedlni feSeni urceni pohlavi
a objevujeme v piirod¢ znacnou variabilitu (Wright 1931, Wedekind 2002, Békony et al. 2019,
Kappeler et al. 2023).

Zamétime-li se na variabilitu urceni pohlavi amniot, GSD spojené s ptitomnosti
pohlavnich chromozomii nachazime u vSech savcl a ptakl a vétSiny plazl. Savci maji aZ na
nékolik vyjimek stabilni pohlavni chromozomy XX/XY (tedy samci heterogametnost), pficemz
hlavni roli pfi ur€eni pohlavi hraje pfitomnost sam¢iho chromozomu Y, na kterém se nachazi
gen Sry jehoZ produktem je transkripcni faktor iniciujici vyvoj varlat (Sinclair et al. 1990,
Sekido & Lovell-Badge 2008). V ramci Zivorodych savci tvoii vyjimky nékteti hlodavci z rodi
Tokudaia a Ellobius, u nichz doslo k uplné ztrat€¢ Y chromozomu a soucasné tak i genu Sry
(Kuroiwa et al. 2010, Mulugeta et al. 2016). Jak se se ztratou hlavniho genu determinujiciho
pohlavi vypotadali vime zatim u druhu Tokudaia osimensis, u kterého byl nalezen novy lokus
urcujici pohlavi, ktery se nachézi na autozomu a patrn€ podobné jako Sry zvySuje expresi genu
Sox9, ktery je nezbytny pro vyvoj varlat (Terao et al. 2022). Standardnimu zptisobu determinace
pohlavi Zivorodych savcil se vymykaji 1 dal$i hlodavci — mySka africkd (Mus minutoides),
lumici Myopus schisticolor a Dicrostonyx torquatus, hrabo§ Lasiopodomys mandarinus
a n¢které druhy rodu Akodon. U téchto druhl se kromé pohlavnich chromozomi X a Y
vyskytuje i chromozom oznaCovany jako X*, ktery mé feminizujici efekt, takZe v jejich
populacich nachazime samice s genotypem XX, XX* a X*Y (samci maji XY), coz mlize vést
1 k vychylenému poméru pohlavi ve prospéch samic (review Saunders & Veyrunes 2021).
Specidlnim ptipadem jsou ptakofitni s mnohacetnymi pohlavnimi chromozomy (Griitzner et al.

2004, Rens et al. 2007).



Ptaci maji evolu¢né velmi konzervovany systém ZZ/ZW pohlavnich chromozomu
(sami¢i heterogametnost) napii¢ celym fylogenetickym stromem (Mazzoleni et al. 2021).
Urceni pohlavi ptakt zavisi na davce genu dmrtl nachézejiciho se na Z chromozomu, ktery tak

samci maji na rozdil od samic ve dvou kopiich (Smith et al. 2009).

U plazi! je situace o poznani komplikovangjsi, ponévadz jsou ve zpisobech uréeni
pohlavi ze vSech amniot nejvariabilngj$i. VétSina plazi ma pohlavi urceno genotypove
pritomnosti pohlavnich chromozomii. Jsou znadmy systémy jak XX/XY, tak 1 ZZ/ZW
pohlavnich chromozomt, a tyto mohou byt mikroskopicky rozliSitelné od autozomu
(heteromorfni), ale i nerozliSitelné (homomorfni) (Bull 1980). Hlavni geny determinujici
pohlavi u GSD linii plazti v§ak zatim nebyly zcela jednozna¢né uréeny (Thépot 2021). Cast
plazi mé pohlavi ur€eno environmentalné. Tyto druhy postradaji pohlavni chromozomy, samci
a samice se nelisi ve svych genomech, a tak jeden genotyp muze vytvofit oba pohlavni fenotypy
(Johnson Pokorna & Kratochvil 2016). Hlavnim faktorem, ktery rozhoduje o urceni pohlavi, je
v tomto piipad¢ teplota, ve které se embryo nachazi béhem senzitivni faze vyvoje (Valenzuela

& Lance 2004).

Ackoliv byva na GSD a ESD nahliZzeno jako na dva oddélené mechanismy urceni
pohlavi, néktefi autofi namitaji, Ze by se mohlo jednat spiSe o dva opacné konce kontinua (Sarre
et al. 2004). Zname totizZ druhy plazl, které sice maji pohlavni chromozomy, avSak nékteré
environmentalni faktory dokazi zastinit jejich vliv, a tim vznikne jedinec, jehoz pohlavi
neodpovida jeho genotypu. Tento jev nazyvame pohlavni reverze a znamym piikladem je
agama vousatd (Pogona vitticeps) s pohlavnimi chromozomy ZZ/ZW, u které vysoké inkuba¢ni
teploty indukuji vznik samic s genotypem ZZ (Quinn et al. 2007). Naopak u scinka Bassiana
duperreyi s pohlavnimi chromozomy XX/XY nizké inkubacni teploty vedou ke vzniku XX
samct (Shine et al. 2002, Radder et al. 2008). I ptesto ale piedpokladame, ze l1ze rozlisit, zda
se jedna o GSD, pravé ESD, GSD s pohlavni reverzi, nebo teplotni vliv na pohlavné specifickou

mortalitu embryi GSD druhii.

! Plazi jsou v této praci chapani jako parafyleticka skupina, tedy vSichni zastupci linie Sauropsida kromé ptaki
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2 Environmentalni urceni pohlavi plazi

Ptestoze bylo ESD plazl objeveno jiz pied vice nez pul stoletim (Charnier 1966), je nas
celkovy pohled na prevalenci tohoto typu urceni pohlavi do znacné miry neuplny. Diivéjsi
piedstavy o rozsiteni ESD se ukazaly byt velmi nadhodnocené a nas dnesni pohled usmérnily
molekularni metody, které u mnoha linii s pfedpokladanym ESD, napomohly objevit pohlavni
chromozomy. Napftiklad zadni scinci, jeStérky, ani varani, u kterych se diiv vyskyt ESD
predpokladal, jej s nejvetsi pravdépodobnosti nemaji (Rovatsos et al. 2016, Iannucci et al. 2019,
Kostmann et al. 2021). Dnes si myslime, Ze se ESD vyskytuje pouze zhruba u 5 % vSech Zijicich
druhi plazii (Kostmann et al. 2021). Mezi linie, ve kterych byli zastupci s dobie

zdokumentovanym ESD zaznamenani, patfi krokodyli, zelvy, hatérie a z Supinatych plazi

gekoni a agamy.

U krokodyli je ESD dobie zdokumentovano u 9 druhi a je ptedpokladano u vsech 27
recentnich druhti (Ferguson 1985, Gonzélez et al. 2019, Uetz et al. 2023). Stejn¢ tak jediny

cey

zijici druh hatérie Sphenodon punctatus mé ESD (Cree et al. 1995). U Zelv byla zatim z hlediska
typu urceni pohlavi prozkouména zhruba tietina z 365 Zijicich druhi a az na 5 nezavislych
vznikii GSD u ptfedka celedi Chelidae, Trionychidae a uvnitt Celedi Kinosternidae,
Geoemydidae a Emydidae ma vétSina z prozkoumanych druhtit ESD (Bista & Valenzuela 2020).
Komplikovana je situace v ramci Supinatych plazi, kde bylo ESD zaznamenano v ramci agam
a gekoni, avSak v téchto liniich byl z hlediska typu urceni pohlavi prozkouman jen zlomek
soucasné Zijicich druhti (viz Strakova et al. 2024). Zamétime-li se gekony (Gekkota), jimiz se
tato prace zabyva, je znamo celkem pouze 10 druht s ESD patficich do ¢eledi Eublepharidae
(Eublepharis macularius a Hemitheconyx caudicinctus, Viets et al. 1993, Viets et al. 1994),
Sphaerodactylidae (Pristurus carteri, Strakova et al. 2024), Phyllodactylidae (7arentola
mauritanica a Tarentola boettgeri, Nettmann & Rykena 1985, Marques et al. 2023)
a Gekkonidae (Phelsuma grandis, P. laticauda, P. nigristriata, Pachydactylus tigrinus

a Chondrodactylus laevigatus, Viets et al. 1994, Pes et al. 2024, Strakova et al. 2024).

Teplota ale neovlivituje poméry pohlavi mlad’at vSech druhti stejn€. Jsou rozeznavany
3 typy ESD zalozené na odliSném vztahu mezi inkubaéni teplotou a pomérem pohlavi mlad’at
(tzv. norma reakce, viz Obr. 1). U druhil s ESD typu FMF (téZ nazyvaném typ II) se lihnou
samice v nizkych a vysokych teplotach, zatimco samci v prostfedich. Pfikladem druhu s timto
typem je gekonCik nocni (Eublepharis macularius, Viets et al. 1993), nebo nékteti krokodyli

(Gonzalez et al. 2019). Typ MF (nebo také Ia) se vyznacuje lihnutim samct v nizSich teplotach



a samic ve vyssich, jako to je naptiklad u karet (Standora & Spotila 1985). Naopak pro typ FM
(také Ib) je typické lihnuti samic v nizSich teplotach a samct ve vysSich. Prikladem je hatérie
novozélandskd (Cree et al. 1995), nebo gekon s recentné popsanym ESD Pristurus carteri
(Strakova et al. 2024). Jednotlivé normy reakce 1ze pak dale popsat pomoci dalSich parametri,
jako je prechodové rozmezi teplot (TRT — transitional range of temperatures, rozmezi teplot,
ve kterém se lihnou obé€ pohlavi) nebo pivotalni teplota (Tpiv, teplota, ve které se lihne pomér
pohlavi 1:1). Normy reakce mohou byt pomérn¢ variabilni, mohou se liSit v ramci jednotlivych

typt, nebo dokonce i1 napti¢ populacemi jednoho druhu (Ewert et al. 2005).

50%-

Proporce samcu

Teplota
® Pivotalni teplota

Pfechodové rozmezi teplot
Obrazek 1 — znazornéni tfi typi ESD (FM, FMF, MF) s naznacenou pivotalni teplotou

a pfechodovym rozmezim teplot, prevzato ze Strakova et al. (2024), upraveno

Jakym zplisobem ale evoluce normy reakce probihd, je stale pfedmétem debat, stejné
jako evoluce samotnych typu urceni pohlavi amniot. Nekteti autofi se domnivaji, ze se ESD
amniot vyvinulo z ancestralniho GSD, coZ podkladaji existenci teplotné podminéné pohlavni
reverze GSD druhti popsané v ptedchozi kapitole, ktera mlize za urcitych podminek vést ke
vzniku populace s ESD (Quinn et al. 2007). Tomuto scénafi ale stoji v cesté nékolik okolnosti,
které nelze opomenout. Pohlavni chromozomy po svém vzniku maji tendenci akumulovat
pohlavn¢ antagonistické alely, tedy ty, které jsou vyhodné pro jedno pohlavi, zatimco druhému
Skodi, a proto mohou byt pohlavné revertovani jedinci znevyhodnéni absenci pohlavné

specifického genotypu (Johnson Pokorna & Kratochvil 2016). Stejné tak by za snizenim fitness
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pohlavné revertovanych jedincti mohly byt velmi vysoké inkubacni teploty zplisobujici reverzi,
které mohou zaroven mit na Skodlivy efekt na vylihnuté jedince a pfekazkou by mohly byt
i vychylené¢ poméry pohlavi béhem pitechodu (Johnson Pokorna & Kratochvil 2016).
I v ptipad€, ze by zminéné problémy nebyly tak zasadni, jako se ukdzalo u agamy vousaté, u
které jsou pohlavné revertované samice Zzivotaschopné a béhem jedné generace se
v laboratornich podminkéch podatilo provést prechod z GSD na ESD, v ptirod¢ zadna populace

s ESD nebyla nalezena (Holleley et al. 2015).

Johnson Pokornd & Kratochvil (2016) navrhli alternativni scénaf, ktery piedpoklada
ancestralni urceni pohlavi amniot ESD. Tento scénaf je nejvice parsimonnim vysvétlenim
vyskytu jednotlivych typt uréeni pohlavi amniot. Zaroven jsou pomérné¢ dobie
zdokumentované evolu¢ni pfechody z ESD na GSD — piedevsim u zelv s ancestralnim ESD
a péti nezavislymi vzniky pohlavnich chromozomil (Bista & Valenzuela 2020) a podobna
situace je predpokladana i u gekonti (Gamble et al. 2015). Hypotéza ancestralniho ESD zaroven
predpoklada, ze jednotlivé linie s ESD sdili molekularni mechanismy, které se na ném podili,

a proto je tfeba tyto mechanismy detailnéji zkoumat.



3 Molekularni mechanismy ESD

Zatimco geny podilejici se na vyvoji gonad plazi s ESD jsou do zna¢né miry evolu¢né
konzervované napfi¢ studovanymi taxony obratlovcti (Weber & Capel 2021), mechanismy
odpovédné za jejich aktivaci pro naslednou diferenciaci bipotencidlnich gonad byly po dlouhou
dobu neprozkoumané. Navzdory vyraznému pokroku, které piineslo do zna¢né miry studium
gonadalnich transkriptomti v poslednim desetileti, jsou stale v naSem poznani zna¢né mezery,
jelikoz zatim v tomto ohledu byla detailngji zkoumadna jen ¢ast linii plazii s ESD. Mezi doposud
zkoumané ESD druhy patii pfedevS§im zelvy Trachemys scripta (Czerwinski et al. 2016,
Ge et al. 2018, Weber et al. 2020), Mauremys mutica (Yuan et al. 2021), Chelydra serpentina
(Schroeder et al. 2016), Chrysemys picta (Radhakrishnan et al. 2017), Mauremys reevesii
(Dong et al. 2020, Ye et al. 2019, Toyota et al. 2023), dale dva druhy aligator Alligator sinensis
(Lin et al. 2018) a Alligator mississippiensis (Yatsu et al. 2015, Yatsu et al. 2016) a pozornost
byla vénovana i agamé vousaté (Pogona vitticeps), GSD druhu se zminovanou teplotné
indukovanou pohlavni reverzi (Deveson et al. 2017, Whiteley et al. 2021, Whiteley et al. 2022).
Kromé¢ agamy vousaté, kterd nema pravé ESD, byli Supinati plazi piehlizeni, vyjimku tvoii dvé
prace provedené na gekoncikovi noénim (Eublepharis macularius), které se ale zabyvaly jen

nékolika geny (Valleley et al. 2001, Pallotta et al. 2022).

Nejvice informaci doposud pfineslo studium zelvy Trachemys scripta. Zasadni byl
objev vlivu demetylazy kdm6b exprimované v teploté produkujici samce (Ge et al. 2018). Tato
demetyldza odstraniuje methylové znacky z promotoru genu dmrtl, ktery je dilezity pro vyvoj
varlat (Ge et al. 2018). Zda bude tato demetylaza exprimovand, je zavislé na fosforylaci
transkripéniho faktoru STAT3, ktera je fizena vtokem vapenatych iontli do buiiky (Weber et al.
2020). Pokud se embryo nachdzi ve vyS$§i teplot¢ (produkujici samice u Zelvy
Trachemys scripta) dochézi ke vtoku vapenatych ionti do bunék a nasledné fosforylaci STAT3,
ktery dimerizuje, dostava se do jadra, kde inhibuje expresi demetylazy kdm6b a dochézi tak

k vyvoji vajenik (Weber et al. 2020).

Exprese kdm6b bylanalezena i u jinych ESD druht, av§ak funkce neni tak prozkoumana
jako u zelvy T. scripta. Naptiklad u aligatora severoamerického (Alligator mississippiensis)
byla exprese na rozdil od ptedchoziho druhu zvySend v teplot¢ produkujici samice
(Yatsuetal. 2016). Kromé kdm6b byla detekovana také teplotné zavisla transkripce genu
jarid2, ktery pochdzi ze stejné genové rodiny (Czerwinski et al. 2016, Yatsu et al. 2016,
Deveson et al. 2017, Whiteley et al. 2021). Jarid2 je soucasti metylacniho komplexu PRC2



(van Mierlo et al. 2019), coz naznacuje diilezitost epigenetickych procest pii environmentalnim

urceni pohlavi.

Dalsim kandidatnim procesem podilejicim se na ESD je alternativni sestfih RNA, a to
predevsim skrze teplotné zavislou aktivitu kindz CLK1 a CLK4 (Haltenhof et al. 2020). Tyto
kinazy forforyluji SR proteiny, které se vazi na RNA a reguluji sestiih (Ghosh & Adams 2011).
Ptredpoklad role alternativniho sestiihu je v souladu s postiechem Deveson a kolegti (2017), ktefi
si vSimli u zelvy T. scripta, aligatora severoamerického a agamy vousaté teplotné zavislé

retence intronu v transkriptech kdm6b a jarid2, o nichz byla feC vyse.

Recentné byl popsan u Zelvy T. scripta i vliv po€tu germinalnich bun¢k pii ESD (Tezak
et al. 2023). Vyssi teplota produkujici samice u této Zelvy zvysila pocet germinalnich bunck
v nediferencovanych gonddach na zacatku termosenzitivni periody. Po chemické ablaci
germinalnich bun¢k v teploté produkujici vyrovnany pomér pohlavi se ukazalo, Ze jejich pocet
se 1 pfimo podili na urceni pohlavi, tedy ze vyssi pocet germinalnich bun¢k vede k vyvoji

vajecnik (Tezak et al. 2023).

Byl také predpokladan vliv glukokortikoidi na ESD, avSak experimentalni manipulace
kortikosteronem ve vejcich druhlt s ESD nepfinesly prikazné vysledky (Warner et al. 2009).
Stejné tak méfeni obsahu kortikosteronu v embryich kajmana Sironosého (Caiman latirostris)
napfi¢ riznymi teplotami neukazalo vztah mezi teplotou a koncentraci tohoto hormonu (Marcé

et al. 2015).

Obecné se ale zd4, Ze neexistuje jeden hlavni mechanismus zajiStujici ESD, ale spiSe
jde o souhru vice mechanismt najednou. Otazkou vSak ziistava, jakym zptisobem buiky dokazi

detekovat teplotni signal a pienést ho témto mechanismtim.

3.1 Role vapenatych iontii a reaktivnich forem kysliku

Komplexni teoreticky model vysvétlujici, jakym zpiisobem jsou buiiky embryi schopné
zachytit teplotni signal pti ESD, ptfedstavila prace Castelli et al (2020). V tomto modelu hraji
ustiedni roli vapenaté ionty a reaktivni formy kysliku (ROS — reactive oxygen species). ROS
ptredstavuji Sirokou skupinu molekul zahrnujici molekuly odvozené od kysliku Oa, které jsou
ale samy o sob¢ reaktivnéj$i nez samotny O: (pf. superoxid, peroxid vodiku, hydroxylovy
radikal) (Murphy et al. 2022). Jejich dilezitym zdrojem v buiice je mitochondrialni respirace

produkujici superoxid Oz+—, ktery dava vzniknout peroxidu vodiku H20:> (Loschen et al. 1974,
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Murphy 2009). ROS mohou fungovat jako pleiotropni signaliza¢ni molekuly a pti zapojeni do
signalizace mohou meénit konformaci proteinli oxidaci cysteinovych rezidui v proteinech
a reverzibilnim naruSenim disulfidickych mustkl, ¢imz se miZze zménit aktivita cilového
proteinu (Paulsen & Carroll 2010, Sies & Jones 2020). Pokud ale koncentrace ROS piekroci
antioxidac¢ni kapacitu bunky, mtize dojit k poskozeni bunécnych struktur a oxidativnimu stresu
(Sies et al. 2017). Podobn¢ jako ROS se i vapenaté ionty podili na mnohych signaliza¢nich
procesech v bunikéch a jejich zésadni role pti fosforylaci STAT3 Zelvy T. scripta byla vyse
popsana (review Clapham 2007, Weber et al. 2020).

Jak je ale zajisténa teplotni senzitivita téchto signalnich molekul? Pro signalizaci skrze
vapenaté ionty jsou ziejm¢ u ESD plazl klicové teplotné senzitivni kanaly skupiny TRP
propoustéjici vapenaté ionty (Benham et al. 2003, Clapham 2003). TRP kanaly byly nalezeny
v transkriptomech studovanych druhti (Yatsu et al. 2016, Lin et al. 2018, Ye et al. 2019).
Experimentalni aplikace inhibitort kanald TRPV1 a TRPMS u zelvy Mauremys reevesii
zménila pomér pohlavi potomkt oproti o¢ekdvanému poméru v dané teploté (Ye et al. 2019).
AvSak zamérem této prace bylo zablokovani behavioralni termoregulac¢ni schopnosti embryi,
takZe vysledek neni tak snadno interpretovatelny. Nicméné i inhibice kanalu TRPV4 ve vejcich
aligatora A. mississippiensis ovlivnila vyvoj gonad (Yatsu et al. 2015). Dokonce bylo zjisténo,
ze oxidace cysteinovych rezidui kanalt TRPA1 a TRPV1 zpiisobi jejich aktivaci (viz Ogawa

et al. 2016a, Ogawa et al. 2016b), ¢imz se propojuje signalizace skrze vapenaté ionty a ROS.

Teplotni zavislost je pfedpoklddana i u produkce ROS, jelikoz jejich hlavnim zdrojem
je mitochondridlni respirace a zvysSujici se teplota zvySuje intenzitu metabolismu a rychlost
vyvoje plazi (Abele et al. 2002, Sun et al. 2015). Zapojeni ROS a oxidativniho stresu indikuje
1 exprese genu ucp2 u aligitora severoamerického v teplot¢ produkujici samce
(Yatsu et al. 2016). Protein ucp2 se podili na regulaci produkce mitochondrialnich ROS béhem
oxidativniho stresu (Chan et al. 2009). A také byl ukdzan vliv oxidativniho stresu na pohlavni

reverzi GSD druhu kostnaté ryby medaky Oryzias latipes v praci Mukai et al. (2022).

Castelli et al. (2020) také navrhuji potencialné dilezité signalizacni drahy a molekuly,
které by pii ESD mohly byt ovlivnény souhrou ROS a véapenatych iontl a jejich aktivace by
vedla k ovlivnéni procesu urceni pohlavi. Mezi nejvétsi kandidaty patii NF-kB draha, HSPs
(heat shock proteins) a antioxidacni odpovéd’ bunky (skrze NRF2, ¢i pomér redukovaného
a oxidovaného glutathionu) — viz Obr. 2, detailni popis nabizi prace Castelli et al. (2020).
Kromé¢ téchto kandidath nelze opomenout protein CIRBP (cold-inducible RNA-binding
protein). CIRBP je protein stabilizujici molekuly mRNA a jeho aktivita mlze byt fizena
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faktory, jako je teplota, produkce ROS, hypoxie, nebo UV zafeni (Zhong & Huang 2017).
Existuji dikazy, ze CIRBP muize ovlivnit i vy$e zminénou NF-kB drahu a fosforylaci STAT3
— ano, presné toho transkripéniho faktoru, ktery je tak dulezity pfi urCeni pohlavi zelvy
T. scripta (Brochu et al. 2013, Sun et al. 2018). Pfipominam, ze se ale jedna o teoreticky model,

ktery vyzaduje dalsi testovani.
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Obrazek 2 — model Castelli et al. (2020) predstavujici zapojeni ROS a vapenatych iontl pfi
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ESD a nésledny ptenos signalu na dalsi potencialné dilezité molekuly, pfevzato z Castelli et al.
(2020)

Na rozdil od funkce TRP kanall a vapniku pti ESD ale role ROS a oxidativniho stresu
doposud nebyla experimentalné zkoumana. Tato prace proto predstavuje prvni experimentalni

otestovani vlivu ROS na ESD plazt.

3.2 Jak s tim souvisi hypoxie?

Hypoxické podminky mohou ovlivnit fungovani organismu na mnoha tGrovnich (review
Bickler & Buck 2007). Z hlediska ESD je hypoxie zajimava hned z nékolika dtvodi.

Predevsim je dilezité zjiSténi, ze pii hypoxickych podminkach miize organismus produkovat



ve zvySené mife ROS (Hermes-Lima & Zenteno-Savin 2002, Bickler & Buck 2007, Clanton
2007). Hypoxie také muze aktivovat CIRBP, nebo drahu NF-«B (D'Ignazio & Rocha 2016,
Zhong & Huang 2017), tedy jiz zminéné potencialni hrace pii ESD. Experimentalni otestovani
vlivu hypoxickych podminek na ESD je navic ekologicky velmi relevantni, protoze vejce plazii
mohou byt vystavena hypoxickym podminkam béhem inkubace i v pfirod¢ (Ackerman 1977,
Booth & Dunstan 2018). Bylo také zji§téno, ze hypoxie mize mit maskuliniza¢ni vliv na vyvoj
gonad GSD druht ryb dania pruhovaného (Danio rerio) a medaky japonské (Oryzias latipes)
(Shang et al. 2006, Cheung et al. 2014). To vSe vybizi i k otestovani vlivu hypoxickych
podminek na embrya plazii s ESD.
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4 Cile prace

V této praci si kladu za hlavni cil otestovat na zaklad¢ teoretickych predpoklada
publikovanych v praci Castelli et al. (2020) vliv ROS na ESD u dvou druhii gekonti. Za timto
ucelem je nejdiive tieba u obou druhti urcit zac¢atek termosenzitivni periody, kdy je embryo
citlivé na teplotu, podle které se zacnou diferencovat gonady. Zacatek termosenzitivni periody
bude urc¢en u obou druhil ve dvou teplotach — v teploté produkujici samice a teploté produkujici
nejvetsi podil sameti. Poté bude nasbirano adekvatni mnozstvi vajec obou druht, kterd budou
v téchto teplotdich inkubovédna a na zacatku termosenzitivni periody budou oSetfena
paraquatem, latkou indukujici vznik superoxidu. Po vylihnuti mlad’at bude posouzen vliv
aplikace paraquatu na mortalitu embryi, délku inkubace, hmotnost mlad’at pti vylihnuti

a predevsim pohlavi.

Cilem této prace je také otestovat vliv hypoxickych podminek na ESD. Proto bude
dostate¢ny pocet vajec stejnych druhti gekont po celou délku inkubace umistén do hypoxickych
podminek. Stejné jako po oSetieni paraquatem bude posouzen vliv hypoxie na mortalitu embryi,

délku inkubace, hmotnost mlad’at pfi vylihnuti a hlavné pohlavi.
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5 Metodika

5.1 Zvirata a jejich chov

Pro tuto praci byla béhem roku 2023 sbirana a experimentalné manipulovana vejce dvou
nepiibuznych druhti gekont s prokazanym environmentdlnim urcenim pohlavi (Viets et al.
1993, Strakova et al. 2024). Jedna se o gekona Pachydactylus tigrinus (Gekkonidae) a velmi
bézné¢ laboratorn¢ vyuzivaného gekoncika nocniho (Eublepharis macularius: Eublepharidae).
Obrazek 3 ukazuje normy reakce téchto druhti — zavislost poméru pohlavi mldd’at na inkubacni
teploté. VSechna zvirata, od kterych byla vejce sbirdna, byla chovéana v akreditovaném zatizeni

PiF UK Experimentalni chovy obratlovct (€. akreditace 435/2021-MZE-18134).

5.1.1 Gekonc¢ik nocni (Eublepharis macularius)

Celkem bylo zapojeno 78 adultnich samic, které jsou potomky F1 a F2 generace legalné
importovanych jedincii z Pékistdnu. Tyto samice byly pafeny s co nejméné piibuznymi samci
stejného pivodu. Ubytovani vSech zvitat probihalo individualné v terariich s rozméry 15 x 20
x 45 cm (délka x vyska x hloubka). Teraria byla zafizena bentonitovym substratem na dné,
ukrytem, kladiS$tém s pravidelné vlhcenym lignocelem a dvéma miskami — na vodu a mlety
vapenec. Nastavena teplota v chovné mistnosti dosahovala pfes den na maximalnich 26 °C,
v noci klesala na 23 °C a lokalni ohtev terarii byl zajistén topnou fo6lii umisténou pod zadni
tretinou terarii, diky ¢emuz vznikl gradient teplot umoZziujici termoregulaci zvitat. Pfirozena
dvanactihodinova fotoperioda byla napodobena zativkovymi svitidly v chovné mistnosti
s rezimem postupného rozsvéceni a zhasindni. Krmeni probihalo jednou tydné cvrcky
bananovymi (Gryllus assimilis) odpovidajici velikosti v po¢tu 15 aZ 17 kusi na jedince. Krmni
cvrcei byli pi1 kazdém krmeni obaleni vitaminovou smési Roboran. Zvitata méla ptistup k vodé
a mletému vapenci ad libitum, pticemz voda byla v prib&hu sndseni vajec samicemi jednou za

dva tydny obohacena smési vitaminli A a Ds.

JelikoZ jsou gekoncici nocni sezonnimi Zivocichy, je pro jejich zdarné rozmnoZeni
dilezité napodobit zimni obdobi klidu sniZzenim teploty a omezenim piijmu potravy. To bylo
zajiSténo postupnym snizovanim teplot i krmnych davek v listopadu 2022 po dobu tii tydnt
a nasledné snizeni teploty aZ na kone¢nych 17 °C bez moznosti lokédlniho ohtevu. V takovych
podminkach bez potravy (ale se stalym ptistupem k Cerstvé vode€) byla zvifata zimovéana po
dobu dvou mésicti az do konce ledna 2023, kdy byly teploty a krmné postupné zvySovany po

dobu tii tydnl az na standardni letni teplotni a krmny rezim zmiflovany v pfedchozim odstavci.
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Po odzimovani byly v tnoru samice pafeny se samci. Opakované pareni pak prob¢hlo jesté
v dubnu pro zajisténi optimalni fertility samic. Mlad’ata byla chovana individualné v plastovych

dézach, podminky chovu byly stejné jako u dospélct, avsak nebyla zimovana.

5.1.2 Gekon Pachydactylus tigrinus

Chovni gekoni Pachydactylus tigrinus vyuziti pro potieby této prace byli potomky
jedinct legéaln€ importovanych z Mozambiku. Na rozdil od gekoncikti noc¢nich byli tito gekoni
chovani ve skupiné jednoho samce a dvou az deviti samic v terariich o rozmérech 15 x 20 x 35
cm (délka x vyska x hloubka). Jelikoz tento druh dosahuje maximalni velikosti s ocasem
nepiesahujici 12 cm a je v ramci chovnych skupin snasenlivy vii¢i ostatnim jedinctim svého
druhu, necini takovy chov obtize. Na dné terarii byla umisténa 2 — 3 cm vrstva praného pisku,
kam gekoni 1 kladli vejce, a Ukryty tvofily horizontdln€ i1 vertikdlné situované kartonové
prolozky na slepic¢i vejce. V terariich byly stidle umistény i misky s vodou a mletym vépencem.
Nastavena teplota v chovné mistnosti dosahovala pfes den na maximalnich 27 °C a v noci
na 23 °C. Lokalni ohtev terarii byl opét zajistén topnou f6lii pod zadni tfetinou teraria. Svételny
rezim byl stejny jako u gekoncika no¢niho. Gekoni byli krmeni se stejnou frekvenci a stejnym
zpiisobem jako pfedchozi druh, pouze velikost krmnych cvrékil byla pfizpisobena menSimu
vzrustu. Na rozdil od gekonc¢ikti no¢nich nevyzaduji pro zdarné rozmnozeni tito gekoni sezoénni
zménu podminek, a tak byly podminky chovu neménné po celou dobu sbéru dat pro tuto praci.
Mlad’ata byla chovadna individudln€ v plastovych krabi¢kach a pozd¢ji byla piendana do
sklenénych terarii o stejnych rozmérech jako teraria dospélcii. Podminky byly stejné jako

u dospélct, pouze krmeni probihalo dvakrat az trikrat tydné.
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Obrazek 3 — normy reakce gekoncika no¢niho (vlevo) a gekona P. tigrinus, dle Viets et al. 1993

a Strakova et al. 2024, fotografie gekonti jsou vlastni
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5.2 Sbirani a inkubace vajec

Dilezité pro tuto praci bylo na¢asovani experimentalnich manipulaci, proto bylo tfeba
znat stafi nakladenych vajec. Vejce tak byla sbirana z terarii v prubéhu obdobi kladeni samic
jednou za 1 — 2 dny, aby byla co nejcerstvéjsi po nakladeni. Vejce gekoncikli byla ocisténa od
ulpivajiciho substratu a zvazena pomoci laboratorni vdhy Vibra AJH 320CE. Jelikoz vejce
gekona P. tigrinus byla Casto kladena slepena ve dvojici, nebylo mnohdy mozné je zvazit
individualn¢ a zaroven vétSinou vazeni ztézoval pisek ptilepeny na vejcich, ktery nebylo mozné
odstranit bez poskozeni vejce, proto nebyla vejce vazena a na zakladé predchozich uspésnych
vazeni jednotlivych vajec byla ur¢ena primérnd hmotnost jednoho vejce na 0,4 g (Strakova
2023, nepublikovano) se zanedbanim individudlni variability. Vejce obou druht byla nasledné
individualné (pfipadné slepend ve dvojici) pfemisténa do krabicek vhodnych na inkubaci.
Inkubacni krabicky byly perforované, aby se do nich mohl dostavat vzduch, a na jejich dné byl
umistén substrdt vhodny pro inkubaci vajec dané¢ho druhu. Ten pro gekoncika noc¢niho
predstavuje vlhky lignocel, do kterého jsou vejce zahrabana, zatimco vejce gekonl P. tigrinus
byla inkubovéna poloZena na suchém praném pisku. Pfipravené inkubac¢ni krabicky s vejci byly
pfeneseny do osvédcenych na miru vyrobenych inkubatori. Tyto inkubatory opatiené
dataloggerem udrzovaly pfednastavenou teplotu s ptesnosti na 0,1 °C. Experimentalni vejce
byla inkubovéna v teploté produkujici pouze samice (28 °C pro oba druhy) a teploté produkujici
samce (32 °C u gekoncika no¢nicho a 34 °C u gekonl Pachydactylus, viz normy reakce Obr. 3).
V pribéhu inkubace byl inkubac¢ni substrat s vejci gekoncikli noc¢nich pravidelné dle potieby

jednou za 7 — 14 dni vlh¢en pro zajisténi optimalni inkubacni vlhkosti.

5.3 Urceni zacatku termosenzitivni periody

Béhem termosenzitivni periody embryo zpracovava teplotni signal z prostfedi, na
zéklad¢ kterého se nasledné za¢nou diferencovat gonady. Nejdiive na zacatku této periody je
tak vhodna doba pro provadéni experimentalnich manipulaci vajec, jejichz cilem je ovlivnit
potencialné zéasadni molekuly podilejici se na percepci teplotniho signalu embryem. Diky
inkubaénim experimentim bylo doposud zji§t€éno, Ze k otevieni termosenzitivniho okna
dochazi na konci prvni tfetiny embryonalniho vyvoje a toto nacasovani je podobné u vSech
zkoumanych skupin plazi s ESD (Bull 1987, Mrosovsky & Pieau 1991). U gekont tato doba
nastava ve vyvojovému stadiu 32, které morfologicky zhruba odpovida stadiu 15 Zelv a stadiu

13 — 14 aligator (Bull 1987, embryonalni stadialita dle Yntema 1968, Ferguson 1985, Wise et
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al. 2009, Griffing et al. 2019). Zamétime-li se na gekony, je pro stddium 32 z hlediska vnéjsSich
morfologickych znakl typicky predevSim pocinajici rozvoj mandibuly, kterd ale nedosahuje
dale nez do poloviny délky kraniofacidlni oblasti. Dale rozvoj hrudnich i panevnich koncetin
a jejich diferenciace na stylopodium, zeugopodium a autopodium, avsak na autopodiu nejsou
ani naznakem viditelné prsty (Wise et al. 2009, Griffing et al. 2019). Stadia 32 je dosazeno
v ruzné dob¢ po sneseni v zavislosti na stupni vyvoje embrya béhem snaseni a teploté inkubace,
ktera zadsadnim zptisobem ovliviiuje rychlost vyvoje (Noble et al. 2018). Jelikoz se mezi sebou
mohou jednotlivé druhy gekonii liSit ve stupni vyvoje pfi sneseni (Griffing et al. 2019) a zaroven
byla vejce druhli vyuzitych v této praci inkubovana ve ttech teplotnich rezimech, bylo nejprve
pred provadénim experimentalnich manipulaci nutné prozkoumat, kdy u obou druhti v riiznych

teplotach za¢ina termosenzitivni perioda.

Pro gekoncika no¢niho byla publikovana vyvojova fada v konstantni inkubacni teploté
28 °C a stadium 32 nachdzime 12. — 14. den po ovipozici (Wise et al. 2009). Pro gekona
P. tigrinus nebyla publikovana vyvojova tfada v zadné teploté, a proto byla v tomto ohledu
nejdiive podrobnéji prozkoumana jeho embryonalni stadialita ve 28 °C po dobu 4 tydni,
v rdmci nichZ je na zékladé vyvojové fady gekoncika nocniho v této teploté pfedpokladané, ze
se embrya vyvinou do stadia 32 (tedy nastane zacatek termosenzitivni periody) 1 u tohoto druhu.
Kazdy den po ovipozici tak byla oteviena mnininaln€ 2 — 3 vejce, pfiCemz byla pouZita pouze
vejce, u kterych bylo zndmé piesné staifi. Embrya byla vyjmuta, fixovana ve 4%
paraformaldehydu a vyfocena pomoci stereolupy Olympus SZX 12. Na zaklad¢ vnéjsi
morfologie bylo urceno vyvojove stadium embryi dle Wise et al. (2009) a Griffing et al. (2019).
Podobné byl tento druh zkouman i1 ve 34 °C, avSak byl bran zietel spiSe na otevieni vajec
mladSich nez 12 dni po snesenti, jelikoZ je vyvoj ve 34 °C rychlejsi. Tato embrya nebyla focena.
Stejn¢ tak byla oteviena 1 vejce gekoncika v obdobi okolo ptfedpokladaného zacatku
termosenzitivni periody ve 32 °C. Musim podotknout, Ze cilem nebylo prozkoumat vyvojovou
fadu obou druhli vraznych teplotach, ale spiSe ziskat zakladni predstavu o zacatku

termosenzitivni periody pro efektivnéjsi provedeni naslednych experimentalnich manipulaci.

5.4 Experimentalni manipulace

Zaucelem otestovani vlivu reaktivnich forem kysliku na environmentalni uréeni pohlavi
byla vejce obou druhli experimentdlné manipulovdna pomoci paraquatu. Na zakladé

teoretickych predpokladl byla otestovana i role hypoxie.
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5.4.1 Paraquat

Paraquat (v této praci té€z znacen jako PQ) je latka, kterd diive byla (a v nékterych
zemich stéle je) pouzivand jako u¢inny neselektivni herbicid. Pozdéji ale bylo zjisténo, ze je
paraquat toxicky také pro zivocCichy a Casto i lidem, ktefi s nim pfijdou do uzkého kontaktu,
zpusobi zavazné zdravotni potize (Smith 1988). Po odhaleni mechanismu jeho toxického
pusobeni se vSak stal velice vyznamnou latkou vrukou vyzkumnikd. Paraquat totiz
v organismu indukuje vznik superoxidovych radikald, které pfirozené jako vedlejsi produkt
produkuji mitochondrie béhem aerobni respirace (Dinis-Oliveira et al. 2008, Murphy 2009),
aje tak pii vhodném pouziti doporucovan pro studium vlivu ROS na organismy

(Murphy et al. 2022).

Problémem pfii vyuziti paraquatu pro Gcely experimentilnich manipulaci vajec byla
absence jakychkoliv informaci tykajicich se jeho koncentrace, davkovani a zptsobu aplikace
do vajec plazii. Proto byla davka a koncentrace paraquatu odhadnuta na zaklad¢ praci
dostupnych pro jiné organismy. Jednou ze zkoumanych skupin z hlediska toxického piisobeni
paraquatu byli v druhé poloviné minulého stoleti n¢ktefi vrubozobi a hrabavi ptéci, u kterych
zajem badatelil smétoval i1 na piisobeni paraquatu na vejce, do kterych byl vpravovan riznymi
metodami a v riznych koncentracich (viz Dunachie & Fletcher 1970, Hoffman 1990). Mezi
vyzkousené metody aplikace patii ponofovani vajec do vodného roztoku praraquatu, postiikani
vodnym roztokem paraquatu a jeho injekce ptimo do zloutku vejce. JelikoZ mezi standardni
empiricky ovéfené metody aplikace latek do plazich vajec patii injekce do Zloutku a povrchova

aplikace na skotapku, byly obé metody zvoleny i pro tuto praci.

Dunachie a Fletcher (1970) zjistili, Ze injekce paraquatu do vejce kura doméciho na
zacatku inkubace po sneseni pii dosaZeni kone¢né koncentrace paraquatu ve vejci rovné a vyssi
nez 0,3 ppm (parts per million, koncentrace 1 ppm ve vejci znamena 1 ug paraquatuna 1 g
Dunachiem a Fletcherem (1970) byla 0,1 ppm, ktera sice signifikantn¢ zvysila mortalitu, av§ak
embrya ji dokazala piezit, proto na tuto koncentraci paraquatu ve vejci pii injekéni aplikaci

bylo cileno 1 v této praci.

Paraquat byl zakoupen u firmy Sigma-Aldrich (€. produktu 856177), jedna se o stejny
typ paraquatu, ktery byl vyuzit Dunachiem a Fletcherem (1970). Na zaklad¢ ptedchozich
zkuSenosti Strakové et al. (2023, nepublikovano) z pokusti s hormonalnimi manipulacemi vajec

druhti vyuzitych i v této praci pomoci injekéni metody byl do vajec vpravovan objem 0,5 pl
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roztoku paraquatu na 1 g vejce. Pro dosazeni koncentrace 0,1 ppm (= 0,1 pg na 1 g vejce) ve
vejci byl pfipraven zasobni roztok paraquatu o koncentraci 200 pg/ml. Destilované voda byla

pouzita jako fedidlo paraquatu.

Na samotné¢ injekéni aplikace byly pouzivany injekce Hamilton o objemu 10 pul na vejce
gekoncikd nocnich a 5 pl na mensi vejce gekonii P. tigrinus. Pfed vsunutim jehly byla vejce
prosvicena kvuli ovéfeni jejich oplozeni a zaroven tak mohlo byt detekovdno embryo, diky
¢emuz bylo mozné se mu vyhnout jehlou pfi aplikaci. Nasledovalo oc€isténi mista vpichu na
vejci buni¢inou namocenou v ethanolu. Vpich byl proveden v misté, kde se nenachézelo
embryo, do hloubky zhruba 0,5 cm u gekoncikt (u druhého druhu asi o polovinu méng¢) a byl
vpraven pozadovany objem roztoku dle hmotnosti vejce. Poté byla jehla opatrné¢ vysunuta
a misto vpichu bylo potfeno lepidlem Super Glue Extra znacky Samson, aby nedochazelo
k vysychani, ¢i infekcim vejce. S kontrolnimi vejci bylo zachazeno stejnym zpiisobem, pouze
s rozdilem, ze do nich byla vpravovana pouze destilovana voda. Jelikoz gekoni snasi invariantni
snasky s dvéma (nebo i s jednim) vejci, bylo pfi injekéni aplikaci vzdy nahodné jedno vejce

vybrano a manipulovano paraquatem, zatimco druhé vejce poslouzilo pro kontrolni injekei.

Povrchova aplikace na skofapku vajec byla provadéna pomoci laboratornich pipet
Eppendorf. Kviili predpokladané hor$i propustnosti vajené skotfapky byl pouzivan zasobni
roztok paraquatu o koncentraci 2000 pg/ml. Aplikovany objem pro gekonciky byl stejny jako
pfi injek¢ni aplikaci, zatimco na vSechna vejce gekonl P. tigrinus bylo aplikovano 0,5 pl (4.
1,25 ul roztoku na 1 gram vejce), kvili nepfesnostem pipety pii pipetovani mensiho objemu.
Kontrolni manipulace nebyly provadény z diivodu zanedbatelného objemu, ktery byl na vejce

aplikovan. VSechny manipulace byly provedeny na zacatku termosenzitivni periody.

5.4.2 Hypoxie

Zacelem vystaveni embryi hypoxickym podminkdm byla na miru vyrobena hypoxicka
komora. V této komote bylo mozné pomoci zabudovanych senzori nastavit poZadovanou miru
hypoxie, ktera byla stabiln€ udrzovéana fizenym vpousténim dusiku. Dusik byl v tomto piipadé
vyuzit k vytlaceni vzduchu z komory diky jeho inertnosti. Kromé& koncentrace kysliku
v komotfe bylo mozné nastavit i pozadovanou teplotu, obdobnym zplisobem jako
v inkubatorech pouZitych pro inkubaci vajec. Hypoxick4 komora byla opatiena dataloggerem
pro zaznamenavani teploty i koncentrace kysliku. Na rozdil od manipulaci paraquatem byla
vejce umisténa do hypoxické komory ihned po nakladeni. Pti provedeni pilotniho pokusu byla

komora nastavena na 10 % kysliku a 32 °C, aby bylo nejdifive otestovano, zda embrya dokazi
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tyto podminky piezit. Po provedeni pilotniho pokusu bylo naplanovano vystavit embrya
v pripad¢ jejich prezivani teploté 28 °C se stejnou koncentraci kysliku a poté ptipadné zkusit
obé¢ teploty znovu pii vyssi 14% koncentraci kysliku. Kvili technickym potizim s hypoxickou

komorou vSak probéhl pouze pilotni pokus ve 32 °C s 10 % kysliku.

5.5 Méreni miry oxidativniho posSkozeni

Aby bylo mozné kromé samotného vlivu paraquatu na vyvoj gonad gekonti zhodnotit
ijeho biologické piisobeni na embrya, byly u embryi gekoncika nocniho injikovanych
paraquatem a kontroln€ injikovanych méteny vyuzivané markery oxidativniho poSkozeni.
V embryich byl po manipulaci stanoven redukovany glutathion, malondialdehyd (metodou
TBARS), byly stanoveny karbonylové skupiny jako markery karbonylace proteinti a sledovany
byly i kone¢né produkty pokrocilé glykace (AGEs, advanced glycation end products). Celkem
bylo zméteno 12 embryi z paraquatem a 10 embryi z kontroln¢ injikovanych vajec z32 °C a 8

embryi z paraquatem a 9 embryi z kontroln¢ injikovanych vajec z 28 °C.

Jelikoz je stanoveni miry oxidativniho poSkozeni nachylné k metodickym chybam
(review Murphy et al. 2022), vSechna méteni byla nejdiive konzultovana a nakonec i provedena
Mgr. Danielou Novakovou z katedry fyziologie PfF UK, kterd vSechna zminéné laboratorni
meéfeni rutinng provadi a pracuje v laboratofi s odpovidajicim vybavenim. Mé prace zahrnovala
sbér vSech vyuzitych embryi, jejich pfipravu na méfeni a skladovani. Protokol ptiloZeny

v ptilohdch vypracovala a poskytla Mgr. Daniela Novakova.

5.6 Identifikace pohlavi mlad’at

Identifikace pohlavi vylihnutych mlad’at probihala dvéma metodami. Prvni bylo
vizualni prohlédnuti zvifat se zaméfenim na pfitomnost femorédlnich port, které jsou vice
viditelné u samct, a hemipenalnich kapes samcii (viz Obr. 4). Na tuto metodu bylo kvili své
nespolehlivosti u mladSich zvifat spoléhdno pouze v pfipad€, ze zvirata byla chovana do
jednoho roku véku. Druhou metodou, kterd byla pouzita na vétSinu zvifat, byla pitva

s morfologickou inspekci gonad (Obr. 5).
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A B

Obrazek 4 — kloakalni oblast gekonc¢ika no¢niho, A — samec (Sipka 1. naznacuje femoralni
pory, Sipka 2. zdufelou oblast hemipenalnich kapes), B — samice
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Obrazek 5 — gonady gekoncika no¢niho, vlevo samec — varlata, vpravo samice — vajecniky
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5.7 Analyza dat

Analyza dat probihala ve voln¢ dostupném programu R (verze 4.2.3) s vyuzitim balickt
ggplot2 a lattice pro grafy a emmenas pro provedeni post hoc testii. Pro analyzu bylo vyuzito
zobecnénych linedrnich modelit (GLM) s definovanym rozlozenim dat v souladu
s doporucenimi pro analyzu tohoto typu dat dle Pekara a Brabce (2020). Modely s binomickym
rozdélenim byly kontrolovany na overdisperzi. Nejvhodnéjsiho modelu bylo dosazeno metodou
backward selection. Do analyzy vlivu manipulaci na délku inkubace, hmotnost mlad’at pii
vylihnuti a pohlavi byla pfiddna pro porovnani s manipulacemi i nemanipulovana vejce
a mlad’ata z roku 2022, kterd nasbirala konzultantka této prace Mgr. Barbora Strakova. Tato
vejce pochazi od stejnych samic, jejichZ vejce byla pouzita pfi experimentech v této praci.
S témito samicemi a jejich vejci bylo zachdzeno stejnym zplsobem jako b&hem sezény 2023,
kdy byly provadény vSechny experimenty. Starsi data v§ak nebyla pouzita v analyze mortality,

jelikoz je mortalita v riznych sezéndch zna¢né variabilni, coz ztézuje porovnani.
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6 Vysledky

6.1 Zacatek termosenzitivni periody

Bylo zjisténo, ze gekon P. tigrinus snasi vejce s embryi ve stejném stupni vyvoje
(stadium 28) jako gekoncik nocni. Zacatek termosenzitivni periody (vyvojové stadium 32)
gekona P. tigrinus ve 28 °C byl nalezen mezi 12. a 16. dnem inkubace, cozZ zhruba odpovida
vyskytu stadia 32 gekoncika no¢niho (stadium 32 mezi 12. — 14. dnem po sneseni, dle Wise et
al. 2009). Vejce obou druhti proto byla v teploté 28 °C chemicky manipulovdna mezi 12. a 14.
dnem po sneseni. Grafy 1 a 2 zobrazuji rozmezi, ve kterych byly pozorovana jednotliva
vyvojova stadia gekona P. figrinus a gekoncika no¢niho od zacatku inkubace az do konce
termosenzitivni periody — stadia 28 az 37 (Bull 1987). Na obrdzcich 6 a 7 jsou ukdzana

nasbirana embrya v téchto stadiich u gekona P. tigirnus.

Stadium 32 bylo u gekona P. tigrinus inkubovaného ve 34 °C nalezeno mezi 7. az 9.
dnem (prozkoumand embrya v tomto stadiu n = 4) inkubace a u gekonc¢ika no¢niho bylo stejné
staddium v inkubacni teploté¢ 32 °C nalezeno mezi 7. az 10. dnem inkubace (prozkoumana
embrya v tomto stadiu n = 3). V obou teplotach proto byla vejce obou druhii manipulovana

mezi 7. az 10. dnem inkubace.
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Obrazek 6 — vyvojova stadia 28 az 33 gekona Pachydactylus tigrinus, ve stadiu 32 zacina
termosenzitivni perioda, mefitko 1 mm
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Obrazek 7 — vyvojova stadia 34 az 37 gekona Pachydactylus tigrinus, ve stadiu 37 konci
termosenzitivni perioda, métitko 1 mm

23



sa7 :DM
S36 . .
535 T

§ 522 172!
§, S31 | 7]
=

530 — Je}

$29 [ | 5]

se A7 ]

0123 456 7 8 9 10111213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
Dny po ovipozici

Graf 1 — trvani jednotlivych vyvojovych stadii gekona Pachydactylus tigrinus inkubovaného

ve 28 °C, ¢isla v boxech znaci pocet nalezenych embryi v daném stadiu
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Graf 2 — trvani jednotlivych vyvojovych stadii gekon¢ika no€niho inkubovaného ve 28 °C,

rekonstruovano s vyuzitim dat Wise et al. (2009). Na zaklad¢ dat z této studie bylo mozné pouze
ukazat rozmezi dnid, kdy byla jednotlivd stadia pozorovana. Cislo vboxu udava podet

nalezenych embryi v daném stadiu.

6.2 Paraquat a hypoxie

6.2.1 Gekon¢ik nocni (Eublepharis macularius)

Celkové bylo pro tuto praci v sezon€ 2023 vyuzito 335 vajec, z toho 39 bylo pouzito na

méfeni miry oxidativniho poskozeni (viz kapitola Méfeni miry oxidativniho poSkozeni) a 296
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bylo manipulovano. PocCty vajec v obou teplotach pouzité pro jednotlivé manipulace a mlad’at,

ktera se z téchto vajec vylihla, zobrazuje tabulka 1.

| wc [ wc

PQ injekce 26 36,6 % 38 57,9 %
Kontrolni 37 19 48,6 % 37 18 51,4 %
injekce
PQ povrchova 40 37 7,5 % 38 11 71,1 %
aplikace
Hypoxie X X X 65 8 87,7 %

Tabulka 1 — pocty manipulovanych vajec, vylihnutych mladat a embryondlni mortalita

gekoncika no¢niho

6.2.1.1 Vliv na mortalitu

Nejdiive byl testovan vliv manipulaci na mortalitu embryi ve 32 °C pomoci GLM
s binomickym rozlozenim dat a do modelu byla pfiddna hmotnost vejce jako interakéni ¢len.
Tento model ukazuje vyznamny vliv manipulace (p <0,001), i hmotnosti vejce (p <0,001), ale
1 interakce manipulace a hmotnosti vejce (p = 0,0375) na mortalitu embryi. Model tak nebyl
dale zjednodusen. Prohlédnuti shrnujici tabulky modelu pro prozkoumani vlivu hmotnosti
a interakce hmotnosti a manipulace ale ukézalo pouze na signifikantni interakci mezi hmotnosti
a kontrolni injekci (hodnota koeficientu -3,49; p = 0,0187). Negativni hodnota tohoto
koeficientu naznacuje vysSSi mortalitu se zvySujici se hmotnosti vejce. To naznaluje
1 neformalni grafické prozkoumani tohoto vztahu (viz graf 3). Z naméfenych dat vyplyva, ze
v ramci kontrolnich injekci paraquatu, je prahova hmotnost vejce 90% mortality 4,33 g. Model

pro pravdépodobnost preziti v rdmci této manipulace dle odhadnutych koeficientli vypada takto

1
1+exp(—12.83369+3.47101+hmotnost vejce [g])

(vypocitano dle Pekdra a Brabce 2020, str.251). Je

vSak tfeba si uvédomit limity tohoto modelu, pfedevsim nulovou vypovidajici hodnotu
pravdépodobnosti preziti velmi malych vajec. Pro samotné porovnani efektu manipulaci na
mortalitu bylo vyuZito parového post hoc Tukeyho testu a ukédzalo se, Ze se mezi sebou v rdmci
manipulaci z hlediska mortality 1i§i pouze hypoxie a kontrolni injekce (p = 0,0065) a také
hypoxie a injekce paraquatem (p = 0,011).
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Graf 3 — porovnani piezivani embryi z rizn¢ velkych vajec v ramci jednotlivych manipulaci ve
32 °C. Na ose x je hmotnost vejce v gramech a na ose y pieziti embrya (1 = prezilo,

0 = neptezilo)

Po prohlédnuti tabulky 1 je patrné, Ze byla mortalita ve 28 °C niz$i nez ve 32 °C a patrna
je predevSim pouze 7,5% mortalita embryi, kterym byl paraquat aplikovan na skotapku.
Analyza pomoci GLM s binomickym rozloZenim dat a hmotnosti vejce jako interakénim
¢lenem na rozdil od 32 °C ukéazala nevyznamny vliv jak interakce manipulace a hmotnosti vejce
(p=0,18), tak 1 samotné¢ hmotnosti vejce (p = 0,11). Vliv manipulace na mortalitu byl
vyznamny (p < 0,001). Model byl déale zjednoduSen odstranénim hmotnosti vejce. Po
zjednodus$eni zlstal vliv manipulace stéle signifikantni (p < 0,001). Post hoc srovnani Tukeyho
testem ukézalo, ze se efekt aplikace paraqatu na skotfdpku signifikantné 1isi jak od injekéni

aplikace (p = 0,0112), tak od kontrolni injekce (p = 0,001).

6.2.1.2 Vliv na délku inkubace vajec

Pro analyzu vlivu manipulaci na délku inkubace byl jako nejvhodnéjsi zvolen GLM
s gamma rozlozenim dat. Analyza ukézala, Zze provedené¢ manipulace nemély efekt na délku
inkubace ve 32 °C i v porovnani s nemanipulovanymi vejci (p = 0,12). Primérna délka

inkubace ve 32 °C byla 38,57 dni. Porovnani délek inkubace ve 32 °C znéazoriuje graf 4.
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Graf 4 — porovnani délky inkubace napfi¢ manipulacemi ve 32 °C, ¢islo v boxu znaci pocet

hodnot v jednotlivych kategoriich

Stejny model byl pouzit i pro analyzu ve 28 °C. Ukdazalo se, Ze manipulace se mezi
sebou nelisily délkou inkubace (p = 0,41) a primérna délka inkubace ¢inila 62,41 dne. Byla-li
vSak do modelu pridana pro porovnani i nemanipulovand vejce (s primérnou délkou inkubace
59,67 dne), ukazalo se, Ze byl vliv manipulaci na délku inkubace signifikantni (p = 0,0011).
Post hoc srovnéni vsech kategorii odhalilo, ze se od nemanipulovanych vajec 1isi pouze vejce
injikovana paraquatem (p = 0,0017) a vejce, na kterda byl paraquat aplikovan povrchové
(p =0,0025). Tento signifikantni rozdil zistal zachovan i v pfipadé, ze z modelu byly
odstranény hodnoty s odlehlymi residudlnimi hodnotami (76, 70 a 55 dni inkubace u vajec

injikovanych paraquatem). Graf 5 wukazuje porovnani vSech délek inkubace napfi¢

manipulacemi.
»
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Graf 5 — porovnani délky inkubace napii¢ manipulacemi ve 28 °C, ¢islo v boxu znaci pocet

hodnot v jednotlivych kategoriich
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6.2.1.3 Vliv na hmotnost mlad’at p¥i vylihnuti

Vliv manipulaci na hmotnost mlad’at ve 32 °C byl po prozkouméni rozlozeni zavislé
proménné testovan GLM s definovanym gamma rozloZenim dat a ptidanim interak¢niho ¢lenu
hmotnost vejce. Vysledek ukazal na nesignifikantni vliv jak interakce hmotnosti vejce
a manipulace (p = 0,16), tak i samotné hmotnosti vejce (p = 0,68) a signifikantni vliv nemé¢la
ani samotnd manipulace (p = 0,78). JelikoZ nevyznamny vztah mezi hmotnosti vejce a mladéte
nebyl ocekavan, byly hmotnosti vejce a mladéte vyneseny do grafu a prolozeny regresni
kiivkou pro vizualni prozkoumani tohoto vztahu viz graf 6. I pfes nevyznamnost vztahu je
patrny mirny trend. Model byl i tak proto dale zjednoduSen uplnym vynechanim proménné
prvniho modelu = 190,2 a AIC zjednoduseného modelu = 186,8) a byl ponechén jako kone¢ny.
Vliv manipulace na hmotnost mladéte vSak stdle zlstala nesignifikantni (p =0,77). Primérné

hmotnost mladéte ¢inila 2,79 g. Graf 7 ukazuje hmotnosti mlad’at v jednotlivych kategoriich.
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Graf 6 — vztah hmotnosti vejce a mladéte ve 32 °C
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Graf 7 — hmotnost vylihnutych mlad’at ve 32 °C, ¢islo v boxu znaci pocet mlad’at v kategorii

Hmotnost mladéte [g]
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GLM s gamma rozloZzenim dat s interak¢nim ¢lenem hmotnost vejce byl pouzit i pro
28 °C. Vysledek ukézal nesignifikantni vliv interakce hmotnosti vejce a manipulace (p = 0,90)
a vliv manipulace (p = 0,82). Vliv samotné hmotnosti vejce na hmotnost mladéte byl v tomto
piipad¢ signifikantni (p = 0,0018). Model byl proto zjednodusen odstranénim interakce
hmotnosti vejce a manipulace a byla ponechana pouze samotna hmotnost vejce a manipulace
bez interakce. ZlepSeni modelu ale nic nezménilo na vyznamném vlivu hmotnosti vejce
a nevyznamném vlivu manipulace. Primérna hmotnost mladéte Cinila 2,88 g. Graf 8 zobrazuje

hmotnosti mlad’at v jednotlivych kategoriich.

Porovname-li mezi sebou ve stejném modelu hmotnosti mlad’at inkubovanych ve 32 °C
a 28 °C, zjistime, ze se hmotnost mlad’at naptic teplotami a manipulacemi signifikantné nelisi

(p=10,35).
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Graf 8 — hmotnost vylihnutych mlad’at inkubovanych ve 28 °C, ¢islo v boxu znaci pocet mlad’at

6.2.1.4 Vliv na pohlavi mlad’at

Tabulka 2 zndzorfiuje pohlavi vylihnutych mladdat v jednotlivych teplotach
a manipulacich. V disledku uhynuti nékterych mlad’at, u kterych nebylo mozné prozkoumat
jejich pohlavi, jsou pocty zvitat s identifikovanym pohlavim, které¢ vstoupily do analyzy, mensi

nez v piipad¢ analyzy embryonalni mortality.

Nejdiive byl analyzovéan vliv manipulaci na pohlavi mlad’at ve 32 °C. Za timto ucelem
byl pouzit GLM s binomickym rozlozenim dat. Jako v pfedchozich ptipadech byl nejprve
uplatnén maximalni model zahrnujici i interakéni ¢len hmotnost vejce. Vysledek ukazal
nesignifikantni vliv manipulaci (p = 0,79) a hmotnosti vejce (p = 0,24) na pohlavi mlad’at. Jako
signifikantni se ukazala byt interakce mezi manipulaci a hmotnosti vejce (p = 0,02626). Po

detailn¢jSim prozkoumani shrnujici (summary) tabulky tohoto modelu se ale ukézalo, Ze

29



odhadnuté hodnoty jednotlivych koeficientli (véetné interakcnich) nejsou signifikantni. To
samé potvrdilo 1 parové srovnani jednotlivych manipulaci pii riznych hodnotach hmotnosti
vejce. Interakce mezi manipulaci a hmotnosti vejce tak patrné€ bude slabd, i kdyz ji ANOVA
tabulka modelu vyhodnotila jako signifikantni. Jednotlivé odhady koeficientti tohoto modelu
ve shrnujici tabulce navic vykazuji hodnoty velmi blizké 0 a 1, coz po aplikaci antilogitového

vzorce (kvili pouziti logitu jako link funkce modelu) a pfevedeni hodnot na procentudlni

1
1+exp(—hodnota koeficientu)

hodnoty ( ) neni v souladu s redlné pozorovanymi hodnotami poméra

pohlavi (viz tabulka 2) a mohlo se tak stat vlivem velké komplexity modelu. Bylo proto zvazeno
zjednoduSeni modelu a vytvofeni nového, zahrnujictho pouze manipulaci jako vysvétlujici
proménnou. Efekt manipulaci na pohlavi v tomto modelu vSak stale zlstal nesignifikantni

(p=0,79). Ve 28 °C se nevylihnul samec =zzadné kategorie manipulaci ani

z nemanipulovanych vajec a nebyl tak zaznamenén zadny maskulinizujici efekt manipulaci.

I T AT

PQ injekce 0 26 0% 8 50 %
Kontrolni injekce 0 18 0% 11 6 64,7 %

PQ povrchova aplikace 0 34 0% 5 5 50 %
Hypoxie X X X 5 2 71,4 %
Nemanipulovano 0 50 0% 10 9 52,6 %

Tabulka 2 — pocty samcii a samic gekonc¢ika no¢niho v jednotlivych teplotach a manipulacich,

procentudlné je vyjadien podil samcti

6.2.1.5 Markery oxidativniho poSkozeni

M¢teni markeri oxidativniho poskozeni u embryi injikovanych paraquatem a kontrolné
injikovanych embryi v teplotach 28 °C a 32 °C ukazalo, Ze aplikace paraquatu neméla vliv na
mnozstvi redukovaného glutathionu, peroxidaci lipidi, ani kone¢né produkty pokrocilé glykace
(viz graf 9 — A az D). Signifikantné vyssi je pouze koncentrace karbonylovych skupin u embryi
inkubovanych ve 32 °C a injikovanych paraquatem oproti koncentraci karbonylovych skupin

u embryi inkubovanych ve 28 °C a injikovanych paraquatem (viz grat 9 — C).
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Graf 9 — grafy A az D ukazuji vysledky méfeni markerd oxidativniho poSkozeni embryi
inkubovanych ve 28 °C a 32 °C, ktera byla ve vejcich injekéné oSettenych paraquatem (PQ),

nebo destilovanou vodou (C)

6.2.2 Gekon Pachydactylus tigrinus

U gekonta Pachydactylus tigrinus bylo po prvotnich injek¢nich aplikacich zjiSténo, Ze
je tento typ aplikace pfili§ invazivni, a proto byly findlni experimenty provadény pouze

povrchovou aplikaci. Po¢ty manipulovanych vajec znazoriuje tabulka 3.
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| mc | we

PQ povrchova 19 42,4 % 55 25 54,5 %
aplikace
Nemanipulovano* 64 42 34,4 % 44 25 43,2 %
I TR
_
Hypoxie 88,3 %
Nemanipulovano* 56 43 23,2 %

Tabulka 3 — poéty manipulovanych vajec, vylihnutych mlad’at a embryonalni mortalita gekona

P. tigrinus, hvézdicka (*) oznacuje data Strakové et al. (2024)

6.2.2.1 Vliv na mortalitu

Tabulka 3 shrnuje po¢ty manipulovanych vajec a vylihnutych mlad’at v jednotlivych
teplotach. Ackoliv porovnani mortalit napfi¢ riznymi sezobnami nemusi byt relevantni, jsou-li
mortality experimentdlnich embryi ze sezony 2023 porovnany s daty Strakové et al. (2024)
pomoci GLM s binomickym rozloZenim, bylo zji§téno, ze mortalita embryi manipulovanych
v teplotach 34 °C a 28 °C se nelisi od nemanipulovanych (p = 0,26 pro 34 °C, p = 0,44 pro
28 °C). Mortalita embryi ve vejcich inkubovanych ve 32 °C v hypoxické komote je ale

vyznamn¢ odliSnéd od mortality nemanipulovanych embryi (p < 0,001).

6.2.2.2 Vliv na délku inkubace

GLM s normalnim rozdélenim dat ukézal, ze ve 34 °C trvala inkubace povrchové
paraquatem oSetfenych vajec del§i dobu neZ vajec nemanipulovanych (p < 0,001), viz graf 10.
To stejné plati pro povrchové paraquatem oSetfena vejce ve 28 °C v porovnani
s nemanipulovanymi vejci ve stejné teploté¢ (p < 0,001). AvSak vejce inkubovana
v hypoxickych podminkach ve 32 °C neméla signifikantn¢ odliSnou délku inkubace ve srovnani

s nemanipulovanymi vejci ve 32 °C (p = 0,30).

32



Délka inkubace [dny]

80-

75-

70~

65-

60-

55-

28°C -~ 32°C 27 34 °C

46-
7 40-
18

44- 25

* 38-

14
36- |

42-

! ! ' ' ' '
Nemanipulovano PQ povrchova aplikace Hypoxie Nemanipulovano Nemanipulovano PQ povrchova aplikace

Manipulace Manipulace Manipulace

Graf 10 — porovnani délek inkubace ve 28 °C (vlevo) a 32 °C (uprostied) a 34 °C (vpravo),

¢islo v boxu znaci pocet zkoumanych mlad’at

6.2.2.3 Vliv na hmotnost mlad’at pri vylihnuti

Pomoci GLM byl testovan vliv paraquatu na hmotnost mlad’at, obdobné jako v ptipadé
gekoncikd noc¢nich. Mlad’ata vylihnutd ve 34 °C zparaquatem oSetfenych vajec méla
signifikantné mensi hmotnost nez mlad’ata nemanipulovana (p < 0,001), graf 11 ukazuje
hmotnosti manipulovanych a nemanipulovanych mlad’at. Ve 28 °C nebyl signifikantni rozdil
mezi hmotnostmi manipulovanych a nemanipulovanych Cerstvé vylihnutych mlad’at (p = 0,73),

coz naznacuje i graf 11.
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Graf 11 — hmotnosti mlad’at vylihnutych ve 28 °C a 34 °C (vpravo), ¢islo v boxu znaci pocet

zkoumanych mlad’at

6.2.2.4 Vliv na pohlavi mlad’at
Jelikoz byla mortalita ¢erstvé vylihnutych mlad’at velkd, bylo moZzné urcit pohlavi

pouze u zlomku z nich. Jejich poCty jsou zaznamenany v tabulce 4.

Ve 28 °C se z manipulovanych vajec nevylihnul ani jeden samec, stejné jako
z nemanipulovanych. Samec se nevylihnul ani z hypoxie, ale bohuzel bylo mozné urcit

pohlavi pouze u jednoho zvirete. Ve 34 °C vysledek GLM s binomickym rozd€lenim ukazal,

33



ze je rozdil v pomérech pohlavi mlad’at mezi manipulovanymi a nemanipulovnaymi vejci

nevyznamny (p = 0,28).

T we T

_ samci samice % samcu sameci samice | % samcu

PQ povrchova 11 0% 12,5%
aplikace
Nemanipulovano* 0 % 6 13 31,6 %

I I T—
0%

Hypoxie

Nemanipulovano* 4 37 10 %
Tabulka 4 — pocty samcii a samic gekona P. tigrinus v jednotlivych teplotach a manipulacich,

procentudlné je vyjadien podil samcii, (*) oznacuje data Strakové et al. (2024)
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7 Diskuze

7.1 Termosenzitivni perioda

Tato prace predstavuje prvni experimentalni otestovani role reaktivnich forem kysliku
pfi environmentalnim urceni pohlavi plazi, jak to navrhla Castelli et al. (2020). Za timto ucelem
byla vejce dvou druht gekonii manipulovana pomoci paraquatu, ktery indukuje vznik
superoxidovych molekul, a vystavena hypoxickym podminkam, které piedstavuji ekologicky
relevantnéj$i zpsob manipulace. Pro efektivni natasovani aplikaci paraquatu vSak bylo nejdiiv
nutné zjistit, kdy za¢ina termosenzitivni perioda v teplotach 28 °C (oba druhy), 32 °C (gekoncik
noc¢ni) a 34 °C (gekon Pachydactylus tigrinus), které byly pouzity pro inkubaci. Bylo zjiSténo,
7e oba druhy jsou pfi sneseni vajec ve stejném vyvojovém stadiu a do zacatku termosenzitivni
periody (stadium 32) dospéji mezi 12. a 16. dnem inkubace ve 28 °C a gekon P. tigrinus mezi
7. —9. dnem ve 34 °C a gekoncik no¢ni mezi 7. — 10. dnem ve 32 °C. Rychlost vyvoje obou
druhti je pomérn€ podobna (detailnéjsi srovnani ve 28 °C do stadia 37 grafy 1 a 2), coZ se zda
byt necekané vzhledem k tomu, Ze je gekoncik no¢ni mnohem vétsi a jeho vejce 1 mlad’ata mayji
piiblizné desetkrat vétsi hmotnost nez vejce a mlad’ata gekona P. tigrinus. Co se celkoveé délky
inkubace nemanipulovanych zvitat tyka, ta byla u mensiho druhu podobné, nebo dokonce delsi
nez u gekoncika no¢niho (viz srovnani grafy 4, 5 a 10). Metabolicka teorie predpoklada Ze
v dané teploté bude (v log-log métitku) relativni intenzita metabolismu $kadlovat s hmotnosti na
-1/4 a ontogeneticky rtst s hmotnosti na 1/4 (Brown et al. 2004). Tento vztah byl podpotfen
1 empirickymi daty na vétSim fylogenetickém méftitku (Gillooly & Dodson 2000, v potaz byla
brana hmotnost mlad’at pfi vylihnuti vypocitana na zékladé hmotnosti vejce). Pozitivni vztah
hmotnosti vejce a délky vyvinu byl nalezen i1 v praci vénované plazim, avSak s jinym
Skalovacim koeficientem — naptiklad gekoni Skaluji dle této studie s 0,152 a nikoliv 0,25
(Birchard & Marcellini 1996). Data zaroven vykazovala variabilitu a tfeba u krokodylli byla
dle této studie zavislost Uplné jina (Skalovaci koeficient -0,055 dle Birchard & Marcellini 1996).
Celou situaci okolo vztahu mezi hmotnosti vejce a rychlosti vyvinu mohou komplikovat dalsi
faktory, naptiklad hmotnost vajec pfi sneseni nemusi byt smérodatnd, protoze pokud maji druhy
vejce s kozovitou skofdpkou (jako gekoncik nocni), kterd mohou béhem inkubace naséavat
tuto praci nebyla shromazdéna za ucelem testovani vztahu rychlosti vyvinu a hmotnosti vejce
(data o vyvoji jednotlivych stadii gekoncika no¢niho pochazi z Wise et al. 2009), nebudu se

proto touto otazkou vice zabyvat. Pro ucely této prace vSak byl stanoven zacatek termosenzitni
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periody u obou druhli v jednotlivych teplotach zhruba ve stejné dobé, ve které pak byly

provadény experimentalni manipulace.

7.2 Vedlejsi efekty manipulaci

Co se tyka samotného vlivu manipulaci na embrya, nejdiive byl prozkouman vliv na
mortalitu. V tomto piipad¢ se ukazal byt nejzasadnéjsi efekt hypoxie, ve které se vylihlo pouze
8 mlad’at gekoncika noéniho z 65 inkubovanych vajec a 7 mlad’at gekona P. tigrinus z 60
inkubovanych vajec. Je znamo, Ze hypoxie snizuje letalni teplotu pro embrya, av§ak embrya ve
vejcich druhu Sceloporus tristichus byla schopna v 10 — 12% koncentraci kysliku, které byla
vystavena pred zac¢atkem druhé poloviny az do konce inkubacni doby, ptezit teploty az do
rozmezi 39 — 41 °C (Smith et al. 2015). Experimentalni jedinci druhu Sceloporus tristichus byli
nachytani ve vysce okolo 1000 m n.m. pfirozené se vyskytuji az do 2750 m n.m. (Smith et al.
2015), takze je pravdépodobné jeho tolerance k hypoxii vétsi nez u zde zkoumanych druht.
Nejspise tak teplota 32 °C zvolena v této praci vedla k takové intenzité metabolismu a potiebé
kysliku embryi, ktera pti nastavené 10% koncentraci kysliku v hypoxické komote nemohla byt
pokryta, a tak vétSina embryi nebyla schopna zdarného dokonceni vyvoje. Kvili technickym
potizim zaroven dochazelo ke kolisani koncentrace kysliku v komote (viz kapitola Efekt na
pohlavi), coz mohlo vytvofit pro embrya jesté vice suboptimalni podminky, pfedevSim
z hlediska vyssi produkce ROS (Bickler & Buck 2007). V nékterych studiich bylo pozorovano
1 zpomaleni vyvoje a prodlouzeni celkové doby inkubace vajec pfi vystaveni hypoxickym
podminkdm (Andrews 2002, Adams et al. 2022), coz v této praci pozorovano nebylo ani

u jednoho druhu.

Ponékud ptekvapivé bylo pozorovani zvySujici se mortality s hmotnosti vajec
gekonc¢ikli no¢nich kontrolné injikovanych vodou ve 32 °C. U jinych manipulaci efekt
hmotnosti vejce na mortalitu embryi nebyl nalezen, a to 1 pfesto, ze ho u gekonl P. tigrinus
naSla Strakova et al. (2024), akorat byl opa¢ny nez u gekoncika — niz8§i hmotnost vajec byla
asociovana s vétSim rizikem mortality a stejny efekt nasel naptiklad i Warner et al. (2010)
u zelvy Chrysemys picta. To mé& zpét dostava k obecnéjsi otazce, do jaké miry vitbec vhodné
vyuzivat hmotnost vejce po nakladeni u druhti s kozovitou skotapkou, kterd mohou ménit
hmotnost zménou obsahu vody, jako korelat pozorovanych veli¢in. Moznd by bylo
smérodatnéjsi vejce vazit tésné pred manipulaci (mimo hypoxii, kam vejce byla umisténa od

zacatku az do konce inkubace), ¢imz by se eliminoval efekt variabilni vlhkosti kladist
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v terariich samic. Ackoliv tato varianta byla piedem zvazena, nebyla uplatnéna béhem
experimentil, kviili maximalnimu omezeni casu, kdy je s vejcem zachdzeno béhem manipulace

a vejce se nachazi mimo inkubator.

Z hlediska mortality je pak velmi piekvapiva 7,5% mortalita embryi gekon¢ika no¢niho
ve vejcich, na které byl ve 28 °C povrchové aplikovan paraquat, coz se vymyka vSem ostatnim
manipulacim véetné stejné manipulace u druhého experimentalniho druhu. Hormeticky efekt
paraquatu byl ale jiz vicekrat pozorovan u riiznych organismu od rostlin (Jalal et al. 2021), pies
had’atko Caenorhabditis elegans (Lee et al. 2010, Yang & Hekimi 2010) a hmyz (Lazarevi¢ et
al. 2013, Krucek et al. 2015), az po ptaky (Losdat et al. 2018). Jelikoz maji gekon¢ik no¢ni
a gekon P. tigrinus jiny typ skorapky s odliSnou porozitou (viz Legendre et al. 2022), je mozné,
ze se pouze do vajec gekoncika no¢niho povrchovou aplikaci dostal paraquat v takovém
mnozstvi, aby byl jeho vliv na embrya pozitivni. Dle pozorovani byl navic tento efekt teplotné
specificky. Pokud by totiz platil vztah, Ze zvysujici se teplota zvysi mnozstvi reaktivnich forem
kysliku skrze zvySenou respiraci (coz ve skute¢nosti nemusi byt tak ptfimocaré, viz dale), je
teoreticky mozné, Ze embrya gekoncika inkubovand ve 32 °C méla vysSi koncentraci
reaktivnich forem kysliku jesté pfed manipulaci, ale to pouze spekuluji. Ackoliv do urcité miry
v tomto piipadé¢ mize platit citat Fridricha Nietzscheho: ,,Co mé& nezabije, to mée posili.*, na
zéklad¢ tohoto pozorovani bych si rozhodné netroufl poradit chovatelim gekonéika nocniho,

aby zvySovali pfezivani embryi povrchovou aplikaci paraquatu.

Efekt manipulaci na délku inkubace je dle mého ndzoru do urcité miry spekulativni. Ve
32 °C nebyl u gekoncika no€niho zaznamenidn Zzadny rozdil mezi manipulovanymi
a nemanipulovanymi vejci a stejné ani u druhého druhu, ktery byl v této teploté pouze vystaven
hypoxii. Ve 28 °C byla délka inkubace nemanipulovanych i manipulovanych vajec vSech
kategorii obou druhti oproti 32 °C (a i 34 °C u gekona P. tigrinus) o poznani delsi, coz bylo
v souladu s o¢ekavanim. U gekoncika se mezi sebou v této teploté neliSily manipulace mezi
sebou, avSak v porovnani s nemanipulovanymi vejci z predchozi sezony méla statisticky
vyznamn¢ del$i inkubacni dobu vejce, do kterych byl vpraven paraquat obéma pouzitymi
zpusoby. To by naznaCovalo mozny vliv paraquatu na prodlouzeni inkubacni délky, avSak nebyl

nalezen vyznamny rozdil mezi paraquatem injikovanymi a kontroln¢ injikovanymi vejci.

Vejce gekona P. tigrinus povrchové oSetfend paraquatem méla ve 28 °C i ve 34 °C
vyznamné del§i dobu inkubace oproti nemanipulovanym vejcim z predchozi sezony
a odpovidajici teploty. Pfipominam, ze na vejce tohoto druhu bylo povrchové aplikovano
relativné vice paraquatu (2,5 krat) nez na vejce gekoncika no¢niho (viz kapitola Metodika),
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a tak mohl byt efekt paraquatu vyrazné€jsi. Zaroven méla paraquatem manipulovana mlad’ata ze
34 °C pii vylihnuti vyznamné niz§i hmotnost nez mlad’ata z nemanipulovanych vajec z 34 °C
1z 28 °C. To by opét mohlo naznacovat, ze se ROS akumuluji v embryu vice ve vyssi teploté,
a tak meéla aplikace paraquatu vétsi efekt nez v nizsi teploté. Vliv paraquatu na rastovou
retardaci a vyvojové poruchy byl pozorovan u embryi obojzivelnikii (Vismara et al. 2000,
Mussi & Calcaterra 2010). Ve zminénych pracich ale byla pozorovana i zvySena mortalita
paraquatem osetfenych embryi, zatimco v této praci u gekona P. tigrinus nebyla ani v jedné
teplot¢ zaznamenana véEtsi mortalita vajec povrchové oSetienych paraquatem oproti
nemanipulovanym vejcim z minulé sezony, ani ptitomnost vyvojovych vad vylihnutych mlédd’at
(porovnavani mortality napti¢ sezonami ale na rozdil od ostatnich parametrti nemusi byt zcela
relevantni, protoze mortalitu mize ovlivnit mnoho faktortt). Manipulace paraquatem ani
hypoxii zaroveil neovlivnily hmotnost vylihnutych mlad’at gekonc¢ika no¢niho z 28 °C 1 32 °C

v porovnani s kontrolnimi injekcemi i nemanipulovanymi vejci.

7.3 Efekt na pohlavi

Efekt manipulaci na pohlavi mlad’at byl tim hlavnim, co bylo v této praci sledovano.
Ani u jednoho druhu vSak v Zadné teploté nebyl pozorovan vliv paraquatu ani hypoxie na
pohlavi mlad’at. VSechny vypitvané gonady nevykazovaly znamky jakychkoliv
morfologickych abnormalit a neliSily se od gonad zobrazenych na obrazku 5. Jedinou vyjimkou
byla jedina samice gekoncika no¢niho injekéné oSetend paraquatem ve 32 °C, ktera byla jiz po
vylihnuti velmi subtilni (pouze 1,61 g) a pfi pitveé byla pozorovana volna tekutina v dutiné bfisni
a levy vaje¢nik byl edematozni, pravy vajecnik bez viditelnych abnormalit. U menSiny mlad’at
starSich jednoho roku, jejichz pohlavi bylo uréeno pouze vizudlné na zékladé vnéjsi télesné
morfologie, nebyly pozorovany jakékoliv abnormality (viz obrazek 4). Nékteré samice gekona
P. tigrinus oSetfené paraquatem dokonce jiz v ¢ervnu roku 2024 zacaly snaSet vejce, coZ sveédci

o funk¢nosti jejich gonad.

Neocekavané byly poméry pohlavi mlad’at gekoncika no¢niho vylihnutych ve 32 °C
z manipulovanych i nemanipulovanych vajec. Podle studie Viets et al. (1993), ve které bylo
popsano ESD gekoncika no¢niho, by 32 °C méla byt teplota produkujici nejvetsi podil samct
ze vSech zkoumanych teplot (87,2 % samct; pocet vylihnutych mlad’at ve 32 °C n=94). V této
praci bylo v jednotlivych kategoriich zaznamenano pouze 50 — 71,4 % samcl v ramci

vylihnutych mlad’at jednotlivych kategorii (viz tabulka 2). Z toho lze usoudit, Ze se liS§i norma
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reakce v laboratorni populaci gekonc¢ikii no¢nich na PiF UK vyuzité ktéto praci.
Pravdépodobné by mohla mit tato norma reakce ,plosSi“ charakter (zadna teplota
nevyprodukuje vice samcti), pfipadné posunuty vrchol nejvetsi produkce samcti. To dle mého
nazoru neni piili§ prekvapujici, protoze je znamo, ze normy reakce mohou byt do ur€ité miry
plastické a mohu se liSit i mezi raznymi populacemi jednoho druhu (Ewert et al. 2005). Viets
et al. (1993) neuvadi, odkud pochazi zvifata z jejich prace. Podotykam, ze poméry pohlavi
mlad’at gekonc¢ika no¢niho z 32 °C se v mé préci signifikantné neliSily napii¢ manipulovanymi

1 nemanipulovanymi mlad’aty.

Negativni vysledky provedenych manipulaci s sebou ptinasi uskali spocivajici v jejich

interpretaci. V tivahu piipada nékolik moznych vysvétleni pro takové pozorovani:

e VIiv mize mit jind koncentrace paraquatu
e Nacasovani aplikaci paraquatu nebylo spravné
e Zvolené podminky pro inkubaci v hypoxii nebyly vhodné

e ROS ani hypoxie nehraji kli¢ovou roli pfi environmentalnim urceni pohlavi

Pouzitd koncentrace paraquatu byla odhadnuta na zaklad¢ toxikologické studie
provedené na kuru domacim Dunachiem a Fletcherem (1970), ktefi pro aplikaci vyuzili injek¢ni
metodu. Je otazkou, do jaké miry Ize predpokladat stejné plisobeni injikovaného paraquatu na
embrya gekonil ve srovnani s ptaky. Antioxida¢ni kapacita embryi je do zna¢né miry dana
maternalné deponovanymi antioxida¢nimi latkami do Zloutku (review Yigit et al. 2014 a Treidel
et al. 2016) a jejich nedostatek miize narusit zdarny vyvoj (Noble et al. 1993). Vejce zelv
Testudo hermanni a Emydura macquarii 1 chameleona Furcifer pardalis obsahuji méné
karotenoidi nez vejce ptaki (Speake et al. 2001, Dierenfeld et al. 2002). Antioxidanty jsou ale
heterogenni skupinou molekul a karotenoidy jsou jen jedny z nich. Ptaci zaroven maji velmi
rychly embryondlni vyvoj a ukazuje se, Ze zrychleny vyvoj souvisi s vétsi antioxidacni kapacitu
(Deeming & Pike 2013), coZ by naznacovalo, Ze by mohla byt plazi embrya vii¢i oxidativnimu
pusobeni paraquatu vice nachylna nez embrya kura domaciho vyuzitd Dunachiem a Fletcherem
(1970). V tomto ptfipadé by bylo vhodné provést piimé porovnani téchto dvou taxonil

v kontrolovanych podminkéch, aby se ukézalo, zda je tento predpoklad spravny.

Me¢éireni markerti oxidativniho stresu ale poukézalo, ze injek¢ni aplikace paraquatu
neovlivnily miru oxidativniho poskozeni embryi gekoncika no¢niho v porovnani s embryi z
kontroln¢ injikovanych vajec. To ale nutné neznamend, Ze se paraquat do embryi vibec

nedostal. ROS mohou fungovat jako signalizatni molekuly v malych koncentracich, kdy
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nemusi nutné zpusobit oxidativni poskozeni a koncentrace ROS potiebnd ke spusténi
signalizace naptiklad nezménila pomér redukovaného a oxidovaného glutathionu (review
Schieber & Chandel 2014, Sies & Jones 2020), coz byl i jeden z parametrt, ktery byl méfen
v této praci. Co se tykd meéfeni dalSich markert oxidativniho poskozeni, je tfeba si pfi jejich
vyuziti uvédomovat limitace plynouci z jejich mozné nespecificity. Pfi métfeni peroxidace
lipidii metodou TBARS problém spociva v tom, Ze kyselina 2-thiobarbiturova miize reagovat
isjinymi molekulami nez je zkoumany malondialdehyd a stejné tak vyuzitd metoda pro
stanoveni produktl pokrocilé glykace nemusi byt zcela ptesna, jelikoz produkty pokrocilé
glykace jsou heterogenni skupinou molekul a mohou vznikat i v jiném kontextu nez je
oxidativni stres (Perrone et al. 2020, Murphy et al. 2022). Jediny signifikantni vysledek byl
pozorovan po stanoveni karbonylovych skupin s vyznamnym rozdilem mezi embryi injekéné
manipulovanymi paraquatem ve 28 °C a 32 °C. Ani jedna manipulace se ale v dané teploté
neliSila od kontrolné injikovanych embryi. Spektrofotometrické stanoveni karbonylovych
skupin reagujicich s 2,4- dinitrofenylhydrazinem vyuzit¢ v této praci také neni Uplné
bezproblémové a mulze trpét nizkou reprodukovatelnosti vysledkti a ptitomnosti rusivého
signdlu jinych molekul (Murphy et al. 2022). Problém potencidlné nizsi specificity pouzitych
metod pro meéfeni markerd oxidativniho poskozeni byl kompenzovan tim, Ze bylo pouZito

vicero metod najednou a vysledky byly konzistentné negativni.

Negativni vysledky stanoveni oxidativniho poskozeni byly zaznamenany i v praci
Losdat et al. (2018), ve které u mlad’at sykor konider (Parus major) dva dny po oralni aplikaci
paraquatu (stejnou dobu jako v této praci) nebylo nezaznamenano zvySeni markerQ
oxidativniho poSkozeni (vyuzity ale byly jiné metody stanoveni, malondialdehyd z krevni
plazmy byl v této praci stanoven s vyuzitim HPLC). I pfesto byl ale na rozdil od mé prace ve
studii Losdat et al. (2018) dle interpretace autorli nalezen efekt paraquatu na sledované
parametry starSich sykor. Efekt paraquatu bez detekce zmén redukovaného glutathionu byl
nalezen 1 v praci Hausburg et al. (2005). Tim chci poukazat na fakt, ze negativni vysledek
méteni markerti oxidativniho poskozeni nemusi znamenat, Ze paraquat (a jim generovany
superoxid reagujici s dalSimi molekulami) nebude mit zadny efekt a nelze také vyloucit, Ze by
méla méfeni markert oxidativniho poSkozeni jiné vysledky, pokud by byla provedena pozdéji

nez dva dny po aplikaci.

DalS§im moznym vysvétlenim negativnich vysledki aplikace paraquatu a jeho efektu na
pohlavi dvou druhti gekontl je Spatné nacasovani aplikace. Teoreticky je mozné, ze by efekt na

pohlavi byl zaznamenén, pokud by aplikace byla provedena opakované v prabehu
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termosenzitivni periody. Standardem studii, ve kterych je podobnym zpiisobem chemicky
manipulovano s vejci plazi, je vSak jednorazova aplikace, a proto byla dle nejlepsiho usudku
zvolena i v této praci. Vicenasobna aplikace by znamenala provést arbitrarni rozhodnuti,
kolikrat a sjakym intervalem jednotlivé aplikace provadét a moznosti je opravdu mnoho.
Zaroven je pocet vajec vyprodukovany gekony za sezonu limitovany, tudiz by v rdmci tohoto
diplomového projektu nebylo mozné vice variant vyzkouset a rad¢ji bylo zvoleno vyzkouSeni
dvou typt aplikace paraquatu. Vyzkouseni vicendsobné aplikace, ptredevsim té povrchové kvili
ESD ma patrné¢ kumulativni charakter, ¢emuz nasvédCuje i1 pomérn€ dlouhé trvani
termosenzitivni periody, tak by vicenasobna aplikace mohla davat smysl (Weber & Capel

2021).

Zadny vliv na pohlavi mlad’at neméla ani inkubace v hypoxickych podminkach
s nastavenou 10% koncentraci kysliku a teplotou 32 °C. Technické potize spocivajici
v nedokonalém tésnéni hypoxické komory ale zpiisobily, Ze koncentrace kysliku v komote
nebyla po celou dobu inkubace konstantni a kratkodobé vykyvy koncentrace kysliku
dosahovaly az k normoxii. V disledku toho také nebyla vSechna vejce vystavena identickym
podminkam (vejce byla snaSena a do hypoxické komory piidavana postupné). Kolisani
koncentrace kysliku a zplisobena reoxygenace tkani mohla byt pro embrya vice stresujici nez
samotné hypoxické podminky, a to ptedevs§im kvili zvySené produkci ROS (Hitka et al. 2003,
Bickler & Buck 2007), coZ by i nahravalo zaméru otestovat vliv ROS na environmentéalni uréeni
pohlavi. Rozhodné je ale na misté zopakovat tento experiment s kontrolovanymi podminkami
a zaméfit se kromé teploty produkujici samce 1 na teplotu produkujici samice, pfipadné na jinou
koncentraci kysliku, nebo provést i kontrolované fluktuace. I kdyZ nelze na zakladé ziskanych
dat hypotézu vlivu hypoxie na ESD plazii vyloucit, tato prace pfinasi prvni vhled do studia
hypoxie piisobici na vejce dvou druhii gekonl, na jejimz zakladu lze planovat dalsi

experimenty.

Je také mozné, Ze negativni vysledky ziskané v této praci byly pozorovany proto, ze
neni zcela spravny model pfedlozeny v praci Castelli et al. (2020), ve kterém jsou ROS,
spolecné vapenatymi ionty, povazovany za klicové signalizatni molekuly zprostredkujici
teplotni stimul bunikdm pti ESD. Z hlediska ROS je zdkladnim pfedpokladem tohoto modelu
jejich zvysujici se produkce s rostouci teplotou skrze efekt teploty na intenzitu metabolismu
(Sun et al. 2015). Vztah mezi teplotou, produkci ROS a mirou oxidativniho stresu ale nemusi

byt tak jednoznacny. V nékterych pracich vychazi tento vztah pomérné jasné dle predpokladu
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a s teplotu se zvySovala produkce ROS, nebo mira oxidativni poSkozeni (Abele et al. 1998,
Abele et al. 2002). Naopak u Cerstvé vylihnutych mlad’at zelvy Trachemys scripta se pfi
zkoumani peroxidace lipidl (jako markeru oxidativniho poskozeni) a neenzymatické
antioxida¢ni kapacity po inkubaci v riznych teplotnich rezimech ukazalo, Ze teplotni rezim
ovlivnil antioxidac¢ni kapacitu neékterych experimentalnich skupin, ale v méfenych markerech
oxidativniho poskozeni nebyl nalezen rozdil (Treidel et al. 2016). V této praci nebyly pouzity
konstantni teploty, nybrz rtizné rezimy teplotnich fluktuaci. VEtsi mira oxidativniho poskozeni
ve vyssi teploté nebyla nalezena ani u dania pruhovaného (Malek et al. 2004). Nejednoznacné
vysledky pfineslo také studium produkce ROS u dospélych agam druhu Ctenophorus pictus
v zavislosti na vystaveni riznym teplotdm (Ballen et al. 2012) a zcela ptesvéd¢ivé nejsou ani
prace provedené na mouchach domacich (Musca domestica) (Sohal et al. 1985, Farmer & Sohal
1987). Ackoliv neni mozné védét, do jaké miry jsou ziskané vysledky vySe citovanych praci
zatizeny ptipadnymi metodickymi chybami v provadénych méfenich (viz Murphy et al. 2022),
je zcela na misté prehodnotit a pomoci velmi peclivé zvolenych metod experimentalng otestovat

vztah mezi teplotou, produkci ROS a mirou oxidativniho stresu.

Pokud je tedy predstava klicové role ROS pii ESD myln4, nabizi se otdzka, jaké jiné
molekuly se na pfenosu teplotniho signalu podileji. Model Castelli et al. (2020) piedpoklada,
ze ROS se na signalizaci teploty podili v propojeni s vapenatymi ionty (viz kapitola
Molekularni mechanismy ESD). Samotné véapenaté ionty, které se do bun¢k dostanou skrze
teplotn€ senzitivni iontové kandaly z rodiny TRP, jsou silnym kandidatem, ktery by tuto roli
mohl zastavat, o ¢emz sveéd¢i 1 dobra podpora experimentalnimi daty (Yatsu et al. 2015, Weber

et al. 2020). Neni zcela vylouceno, Ze roli hraje 1 jiny, dosud nepopsany mechanismus.
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8 Zavér

V této praci byl experimentdln¢ otestovan vliv paraquatu, latky vyvolavajici vznik ROS
v buiikach, na ESD u dvou nepfibuznych druhti gekonii — gekoncika nocniho (Eublepharis
macularius: Eublepharidae) a gekona Pachydactylus tigrinus (Gekkonidae). Na zakladé
teoretického modelu navrzeného v praci Castelli et al. (2020) jsou ROS povazovany spole¢né
s vapenatymi ionty za silné kandidaty, pomoci kterych by embryo mohlo zachycovat teplotni
signal, na zéklad¢ kterého poté¢ dojde k diferenciaci gonad. I kdyz aplikace paraquatu podle
meétfenych markeri nezpisobila oxidativni stres, nemuselo to znamenat, ze se paraquat do
embryi nedostal. Ostatné podobné vysledky méfeni markerti oxidativniho stresu byly jiz
zaznamenany v pracich vyuzivajicich paraquat, a i tak doSlo k ovlivnéni studovanych
organismi. | pfesto v mé praci paraquat nemél ani u jednoho ze zkoumanych druht v obou
teplotach zadny vliv na pohlavi mlad’at. Tyto negativni vysledky vSak nelze zcela jednoznacné
interpretovat a zamitnout model Castelli et al. (2020). Poukézal jsem také na dilezity fakt, ze
vztah mezi teplotou a produkci ROS ve skute¢nosti viibec nemusi byt tak jednoduchy, jako

byva nekdy interpretovan. Myslim si, ze pravé v tomto sméru by mél pokracovat dalsi vyzkum.

Experimentalné byl také zkouman vliv hypoxie, ktera mtize hrat dtlezitou roli i béhem
inkubace plazich vajec v ptirodé (Ackerman 1977, Booth & Dunstan 2018) a pohlavi plazt
s ESD by mohla ovlivnit naptiklad pravé skrze zvySenou produkci ROS (Hermes-Lima &
Zenteno-Savin 2002, Bickler & Buck 2007, Clanton 2007). Zvolena teplota a koncentrace
kysliku pfi inkubaci vajec sice vedla k vysoké mortalit€¢ embryi obou druhii gekond, ale jinak
nebyl pozorovan zadny vliv na pohlavi mlad’at, stejné¢ jako u aplikaci paraquatu. Nutno
podotknout, Ze experiment s hypoxii byl z divodu technickych potizi s hypoxickou komorou
proveden pouze v jedné teploté a podminky inkubace nebyly zcela kontrolované, a tak by se

nabizelo dalsi dikladnéjsi zkoumani.

I pfes experimentalné ziskané negativni vysledky doufam, Ze tato prace bude slouzit

jako odrazovy miistek pro planovani dal§iho vyzkumu ESD plazi.
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10 Prilohy

10.1 Protokol na méreni markeri oxidativniho poskozeni
Material:
Reagencie

Fosfatovy pufr, PBS: 137mM NaCl (Penta), 2,7mM KCI (Penta), 10mM Na>HPO4 x 12 H>O
(*), 1,8mM KH2POs (*), pH 7,4,

inhibitor protedz cOmplete a inhibitor fosfatdz PhosSTOP (oboji Roche): pracovni roztoky (1
tableta rozpusténa v 1 ml H>O)

hovézi sérovy albumin, BSA (*): zdsobni roztok o koncentraci 1 pg/ pl
reagent A: 8mM Na,COs3 (*), 0,8mM C4HsNaxOg (Penta), pH 11,25

reagent B: 1,2mM (HO2CCoHsN)a (*)

reagent C: 0,03mM CuSO4 x 5H>0 (Lach-Ner)

redukovany glutathion, GSH (*): zasobni roztok o koncentraci 1 mM
trichloroctova kyselina, TCA (*): 10% (w/v) pracovni roztok
hydrogenfosforecnan sodny (*): pracovni roztok o koncentraci 0,5 M a pH 8,4
citrat sodny (*): 1% (w/v) pracovni roztok

5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina, DTNB (*): pracovni roztok o koncentraci 1 mM
(ptipraven do 1% citratu sodného)

Dimethylsulfoxid, DMSO (*)

2-Thiobarbiturova kyselina, TBA (*): 0,67% (w/v) pracovni roztok (67 mg TBA v 1 ml DMSO
+ 9 ml H,0)

Ethanol (Penta)

Malondialdehyd (1,1,3,3-Tetramethoxypropan), MDA (*): zasobni roztok o koncentraci
500uM (4,167 ul MDA + 1 ml ethanol + 49 ml H,O)

Kyselina chlorovodikovéa (Lach-Ner): pracovni roztok o koncentraci 2,5 M

2,4-dinitrofenylhydrazin, DNPH (*): pracovni roztok o koncentraci 10 mM (8 mg DNPH +
40 ul DMSO + 3,96 ml 2,5M HCI)

Hydroxid sodny (Penta): pracovni roztok o koncentraci 6 M
Kapalny dusik (Linde)
V zavorkach uveden vyrobce, hvézdicka (*) znac¢i zakoupeni u Sigma-Aldrich
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Pristrojové a programové vybaveni

Analytick¢é vahy (Scaltec SBA 33, Sartorius), Potter-Elvehjemtv sklo-teflonovy
homogenizator (Eurostar power b, IKA labortechnik), stolni centrifuga na mikrozkumavky
(MIKRO 200R, Hettich), vortex (Velp scientifica), topny blok (Dri-Block®, TECHNE),
multifunkéni ¢tecka 96-jamkovych desticek (Synergy HT, Biotek), program GEN 5, program
GraphPad Prism

Vzorky

Vejce gekonc¢ikll nocnich (Eublepharis macularius) z teplot 28 °C a 32 °C byla chemicky
manipulovana injekci paraquatu (a kontrolni injekci destilovanou vodou) v dobé zacatku
termosenzitivni periody (tedy 12. — 14. den po nakladeni, respektive 7. — 10. ve 32 °C). Dva
dny po manipulaci byla embrya vyjmuta z vajec, pfendana do 2ml zkumavky typu Eppendorf
a metodou snap-freezing rychle zamrazena ponofenim zkumavky s embryem do tekutého

dusiku. ZamraZena embrya byla skladovéana pfed métenim v -80 °C.
Pracovni postup:
Priprava vzorki tkannového homogenatu

Gekoni embrya byla piesné zvaZzena a byl z nich pomoci sklo-teflonového homogenizatoru
(1200 otacek/min, 2 min, 4 °C) ptipraven 20% homogenat (w/v) v PBS pufru s ptidavkem 2%
inhibitoru protedz cOmplete a 10% inhibitoru fosfataz PhosSTOP. Takto pfipravené vzorky
byly 2 minuty centrifugovany (2100 otacek/min, 10 minut, 4 °C) a vznikly postnuklearni

supernatant byl odebran a uchovan pfi -80°C pro nasledné analyzy.
Stanoveni celkové koncentrace proteini

Celkova koncentrace proteini byla stanovena BCA metodou (dle Walker 1994). V 96-jamkové
desti¢ce byla dle niZze uvedené tabulky 12 pfipravena kalibra¢ni fada standardu hovéziho
sérového albuminu (BSA). Do desticky byly dale pipetovany v triplikatech 100x fedéné vzorky
tkanového homogenatu vzdy po 100 pl. Do vSech jamek bylo nasledné pipetovano 100 pl smési
reagentu A, B a C v poméru 26:25:1. Celd desticka byla prekryta folii a byla inkubovéana
v topném bloku 30 minut pti 60°C. Pomoci spektrofotometru Synergy HT a programu GEN 5
byla nésledné pfi vlnové délce 562 nm zmétena absorbance a spocitana celkova koncentrace

proteinil v jednotlivych vzorcich.
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Tabulka 5 — kalibra¢ni fada standardu hovéziho sérového albuminu (BSA) pro stanoveni
celkové koncentrace proteinti metodou BCA
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Curve Fitting Results

Curve Name Curve Formula A B R2
Curve Y=C"X"2+B"X+A 0,0378 0,0522 0,998

Graf 12 — zavislost absorbance na celkové koncentraci proteini, graf vcetné regresnich

koeficientti byl vygenerovan v programu GEN 5
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Stanoveni redukovaného glutathionu

Stanoveni redukovaného glutathionu probihalo dle Ellman (1959). Z gekonich tkanovych
homogenatii byly pfipraveny vzorky o celkové koncentraci proteint 2 pg/ul a celkovém objemu
200 pl. Dale byly ze zasobniho roztoku standardu redukovaného glutathionu (GSH) pfipraveno
vzdy 200 pl kalibracnich roztokti o koncentraci 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM,
100 uM a 200 uM. Ke vzorkiim standardi a homogenati bylo ptfidano vzdy 200 pl 10%
trichloroctové kyseliny, vzorky byly promichdny, inkubovany 5 minut na ledu
a zcentrifugovany (10000 otacek/min, 10 minut, 4 °C). Na 96-jamkovou desticku poté bylo
v triplikatu pipetovano 100 pl kalibracnich roztokii a vzorkd homogenatu. Poté bylo do vSech
jamek pipetovano 100 pl 0,5M hydrogenfosfore¢nanu sodného a 20 pul ImM kyseliny
5,5 dithiobis-2-nitrobenzoové. Po desetiminutové inkubaci pii laboratorni teploté byla ve
vzorcich standardli a homogenatii zmétena absorbance pfi vinové délce 412 nm a nasledné

spoc¢itana koncentrace redukovaného glutathionu a vztazena na mnozstvi proteinti ve vzorcich.
Stanoveni malondialdehydu

Stanoveni malondialdehydu (markeru peroxidace lipidd) probihalo metodou TBARS
(Esterbauer & Cheeseman 1990). Z tkanovych homogenétti byly ptipraveny vzorky o celkové
koncentraci proteint 0,5 pg/ul a celkovém objemu 100 pl. Dale byly ze zasobniho roztoku
standardu malondialdehydu (MDA) pfipraveny kalibracni roztoky o koncentraci 0,078 uM,
0,156 uM, 0,313 uM, 0,625 uM, 1,25 uM, 2,5 uM a 5 uM o objemu 100 pl. Ke vzorkiim
standardi a homogenatt bylo pfidano vzdy 200 ul 10% trichloroctové kyseliny a 300 pl 0,67%
thiobarbiturové kyseliny, vzorky byly promichdny a inkubovéany v topném bloku 30 minut pfi
100 °C. Poté byly vzorky zchlazeny na ledu a zcentrifugovany (10000 otacek/min, 10 minut,
4 °C). Na 96-jamkovou desticku vhodnou pro méfeni fluorescence poté bylo v triplikatu
pipetovano 100 pl supernatantu kalibra¢nich roztokt a vzorkii homogenatu. Excitace probihala

pfi vinové délce 540 nm a emise pii vinové délce 590 nm.
Stanoveni karbonylovych skupin

Stanoveni  karbonylovych  skupin  (markeru  karbonylace  proteini)  pomoci
2,4-dinitrofenylhydrazinu bylo provedeno dle Mesquita et al. (2014). Ke vzorkiim tkanovych
homogenatii o celkové koncentraci proteinti 2,5 pg/ul a objemu 200 pl bylo ptidano 200 ul
10mM 2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH) a vzorky byly vtemnu pii laboratorni teploté
inkubovany 10 minut. Po pfidavku 100 pl 6M NaOH byly vzorky promichany a opét

inkubovany za stejnych podminek. Po promichani bylo vzdy v triplikatu na 96-jamkovou
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desticku pipetovano 100 pl vzorku a pii vilnové délce 450 nm byla zméfena absorbance.
Koncentrace karbonylovych skupin byla z namétené absorbance A4 vypoctena z Lambert-
Beerova zékona dle nize uvedené rovnice s pouzitim molarniho absorp¢niho koeficientu DNPH

€450 22,308 mM'cm™! a délce absorpéni vrstvy 10,2 cm.
A=c¢lc
Sledovani kone¢nych produktii pokrocilé glykace

Stanoveni kone¢nych produktli pokrocilé glykace probihalo dle Ruggeri et al. (2016). Vzorky
tkanovych homogenatt byly PBS pufrem nafedény na koncentraci 0,5 pg/ul a celkovy objem
320 pl. Poté byly v triplikatu pipetovany vzdy po 100 pl do 96-jamkové desticky vhodné pro
fluorescencni méteni. Excitace probihala pii vinové délce 360 nm a emise pii vinové délce

460 nm.
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