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Souhrn

Rtzné druhy hlodavct se lisi zplisobem Zzivota, parovacimi systémy a lisi se i
v morfologii spermii. U hlodavcl se vyskytuji rGzné drovné kompetice spermii. Obecné
u zivocichil se ma za to, Ze diky kompetici spermii dochazi k prodluzovéni bi¢ikli spermii. Jak
piesné¢ pusobi kompetice spermii u hlodavcti? Druhové specificky sexudlni vybér muze
optimalizovat morfologii spermii. Fyziologii, morfologii a kompetici spermii miZou
ovlivilovat i environmentélni faktory.

Disertaéni prace byla zamétena na reprodukeni strategie hlodavel na drovni spermii a
to na zdklad¢ morfologickych a behavioralnich vlastnosti spermii. Prace obsahuje tfi publikace
(v€etné jednoho odeslaného rukopisu) a v piiloze jeden Clanek, ktery okrajové souvisi
s tématem préce.

Morfologie spermii u hlodavct hraje dileZitou roli v kompetici spermii. Dels{ bi¢iky a
apikdlni hacky jsou u druhii s relativné vetsimi varlaty a vySSim procentem ndsobného
otcovstvi (multiple paternity), tedy u druhti s vyssi mirou promiskuity a vys$si mirou kompetice
spermii. Jednim z cilt bylo zjistit vztahy délky apikdlnich hacki a bic¢ikl spermif a variability
v téchto znacich s relativni hmotnosti varlat. Vysledky této prace ukdzaly, Ze prikazné delsi
apikdlni hacky byly u druhii s vyssi relativni hmotnosti varlat (tzn. vy$$i mirou kompetice
spermii), coz poukdzalo na usmériujici vyber na fenotyp spermii. ZvySend mira kompetice
spermii vedla ke sniZeni variability v délce apikdlnich hacktli, coZ nasvédcuje na stabilizujici
vyber.

Dalsi studie byla zaméfena na zmény uvhlti zahnuti apikdlnich hacka spermii
v zavérecné fazi spermiogeneze a ve fazi pred oplodnénim. Pribéh zmén zahnuti byl opacny
u mysic (Apodemus sylvaticus a A. agrarius) v porovnani s mysi (Mus musculus). U mySic se
zna¢né€ liSily dhly u dormantnich a aktivnich spermii. U vSech druhti, ve vSech stadiich byl
zjistén velky rozsah hodnot Ghli zahnuti, z tohoto pohledu se jevi méfeni thli pro hodnoceni
miry kompetice spermii mén¢ vhodné nez méteni délky apikdlnich hac¢kl. Rozsah hodnot dhla
ukézal na miru flexibility apikdlnich hacku.

Cilem dalsi studie bylo zjistit vliv tc¢inku fluoridovych iontli a fluorohlinitanovych

komplext u mysi na spermatogenezi in vivo a na kapacitaci spermif in vitro. Zjistili jsme, Ze



zvySend koncentrace iontl vedla ke sniZeni trovné spermatogeneze, kvalitativnimu ovlivnéni
morfologické struktury tkdné varlat a ovlivnéni schopnosti spermii usp&Sné podstoupit
kapacitaci.

Téma clanku v piiloze bylo zaméfeno na proteiny, které se podileji na pachové
(chemické) komunikaci u hlodavcii a mizou ovliviiovat rizné biologické procesy, vcetné

kompetice spermii.



Summary

Rodents exhibit diverse biology, mating systems and diverse sperm
morphology. Different levels of sperm competition have therefore been found in this
group. Generally, it is accepted that sperm competition in animals causes the
prolongation of sperm tails. However, what other sperm morphological adaptations in
rodents are affected by sperm competition? Species-specific sexual selection likely
optimizes sperm morphology. Sperm physiology, morphology and competition may be
influenced, ultimately, by environmental factors.

This Ph.D. thesis focuses on sperm competition in murine rodents. The thesis
contains three research articles (including one as a submitted manuscript). In
addition, another published article, partialy related to the topic of this thesis, is
represented in the Appendix.

The sperm morphology in rodents plays an important role in sperm
competition. Longer tails and apical hooks are usually found in the species with
relatively larger testes and with higher percentage of multiple paternity (i.e. rate of
promiscuity), that is in species with the higher risk of sperm competition. The goal of
the first study was to investigate the relationships between relative testis weight and
sperm traits (apical hook and tail lengths and variance in this traits). The apical hook
length was positively associated with relative testis mass thus indicating directional
post-copulatory selection on sperm phenotypes. Moreover, our study shows that
increased levels of sperm competition lead to the reduction of variance in the hook
length, indicating stabilizing selection.

The second study focused on the changes in the curvature of sperm apical
hooks during the final stages of spermiogenesis and stages before fertilization. Apical
hook curvatures of field mice (Apodemus agrarius and A. sylvaticus) varied
significantly between dormant and active sperm. In contrast, there was no significant
difference among the stages in the eastern house mouse (Mus musculus). Since
there are high ranges of angle values in all stages, the mean angles of apical hook
curvature are not appropriate for evaluating the risk of sperm competition, though the
ranges of angle values point to the level of flexibility of the apical hooks.



The objective of third study was to investigate the in vivo effect of fluoride and
aluminium ions in mice on spermatogenesis and on capacitation in vitro. We found
that the exposure of mice to an increased concentration of ions resulted in a
decreased level of spermatogenesis, qualitatively affected the morphological structure
of the testicular tissue and modified the ability of mouse sperm to successfully
undergo capacitation.

The paper in the Appendix is related to proteins that are involved in chemical
communication in rodents and may have some impact on biological processes,

including sperm competition.



1. Uvod

Reproduk¢ni dspéch samce zdlezi na poctu jim oplodnénych samic, respektive vajicek,
zejména u druhti, u kterych samec neinvestuje do potomstva (Gomendio et al. 1998). VétSina
druhil savci je polygamnich a samci mezi sebou riizné¢ soupeii o samice, kompetice se vSak
odehrav4 i na tdrovni spermii (Gomendio et al. 1998).

Vyzkumy u savci ukdzaly, Ze samci polygamnich (promiskuitnich) druhii maji
relativn¢ veétsi varlata a produkuji vice spermii nez druhy monogamni (Harcourt et al. 1981,
Kenagy et Trombulak 1986, Roldan et al. 1992). Produkce vétstho mnoZstvi spermii miZe byt
efektivni strategii (Roldan et al. 1992, Breed et Taylor 2000). Samci mohou operativné
zvySovat mnozstvi spermii v ejakuldtu v piipad¢€, Ze paii samici odparenou pied tim jinym
samcem (delBarco-Trillo et Ferkin 2004). Nebo naopak mohou piipadné mnoZstvi spermii
v ejakulétu snizovat (Ramm et Stockley 2007).

Pouhd inseminace samice a snaha ji hlidat v§ak nemusi zarucovat reproduk¢ni tspéch

pro samce (Roldan et al. 1992). U savct a zejména u hlodavci doslo k prodlouzeni bicikl
spermii, coZ je vysvétlovano jako adaptace na visk6znéjsi prostfedi v pohlavnim traktu samice
a na zvySenou miru kompetice spermii (Roldan et al. 1992). Spermie s delSim bi¢ikem by se
m¢éla v sami¢im pohlavnim traktu pohybovat rychleji a diive dosahnout vaji¢ka (Roldan et al.
1992).
Predpokladalo se, ze rozdily ve velikosti varlat a délce bicikli spermii budou mezi
jednotlivymi vyvojovymi liniemi (Roldan et al. 1992), avSak u n¢kterych rodl byly zjistény
mezidruhové rozdily u fylogeneticky blizkych druhi (Breed et Taylor 2000). Vzhledem k
rozdilnostem v socidlnim chovani a parovacich systémech se dalo ocekdvat, Ze se u
piibuznych druht budou vyskytovat rozdilné strategie spermii v procesu oplozeni (Stopka et
Macdonald 1998, Stopka et Graciasova 2001).

Vyznamny objev byl ucinén u promiskuitniho druhu, mySice kfovinné (Apodemus
sylvaticus). Bylo zjiSt€éno, Ze spermie spolu kooperuji, vzdjemné se shlukuji a vytvéreji
protahlé agregace, tzv. vlacky (Moore et al. 2002). Spermie se zapojuji pomoci apikalnich
hacki za bicik nebo hlavicku, shluky spermii se pohybuji rychleji nez samotna spermie a tim

padem vlacek doputuje k vajicku diive (Moore et al. 2002). Ukézal se vyznam apikdlniho



hacku na hlavicce spermii hlodavcii a vyznam vlackd jako moZné vyhodné strategie v
kompetici spermii (Moore et al. 2002, Immler et al. 2007).

Svoji tlohu v kompetici spermii maji nejspiS i membranové proteiny spermii, zejména
ty, které jsou spojené s akrozomadlni reakci a ochranou spermii pfed komplementem (Johnson
et al. 2007, Clift et al. 2009 a, Clift et al. 2009 b).

Environmentdlni ovlivnéni kompetice spermii miize byt vyznamné zejména pfii
negativnim pusobeni nékterych latek. Ovlivnéna muze byt kvalita a fyziologie spermii a tim
schopnost fertilizace. Takovymi latkami mohou byt i fluoridy a fluorohlinitanové komplexy
(Ghosh et al. 2002, Ortiz-Pérez et al. 2003, Pushpalatha et al. 2005).

Kompetice spermii miiZe byt ovlivilovdna i pachovou signalizaci (delBarco-Trillo et
Ferkin 2004). Lipokaliny jsou transportni proteiny pro feromony, které tidi ¢i ovliviuji
chovani zivocichtl, vcetné epigamnich projevi. Nekteré lipokaliny tak pomadhaji napt. pfi

stimulaci pareni (Stopkova et al. 2010).

1.1. Spermie

Spermie vznikaji v pribéhu spermatogeneze (pies proliferacni a meiotickou fazi) a
nasledné spermiogeneze (diferenciacni faze — tvorba biciku, redukce cytoplazmy, vytvoreni
akrozomu atd.) v semenotvornych kandlcich varlat (Bustos-Obregon et al. 1975). K
maturaci (ziskdni funk¢ni zralosti) dochdzi pti prichodu nadvarletem (epididymis) a zralé
spermie se uchovavaji v koncové ¢asti nadvarlate (cauda epididymidis) (Bustos-Obregon et al.
1975). Spermie savct musi po ejakulaci projit biochemickymi zménami zvanymi kapacitace,
aby byly schopny oplozeni vajicka, jemuZz ptedchdzi akrozomdlni reakce indukovana
glykoproteinovym obalem vajicka (zona pellucida) a ndaslednd fize membran obou
germindlnich bunék (Austin 1951, Chang 1951). Sertoliho burniky v semenotvornych kandlcich
varlat jsou somatické podpiirné bunky zajistujici spermatogenezi. Pocet spermatickych bun¢k,
které je Sertoliho bunka schopna podporovat, je druhové specificky, v dospélosti je pocet
Sertoliho buné€k definitivni a tak je limitujicim faktorem pro pocet vznikajicich spermii

(Russel et Peterson 1984, Berndtson et al. 1987).



Sav¢i spermie je tvofena dvéma zietelné¢ odliSnymi Cdstmi, hlavickou (obsahuje
predev§im jadro a akrozom) a biikem (obsahuje struktury zodpovédné za pohyb spermie)
(Bedford et Hoskins 1990).

Na biciku je mozné bézné& odlisit tii ¢asti. Stfedni ¢ast (mid piece) je ndpadné SirSi nez
zbyvajici Casti a je vymezena annulem na pomezi s hlavni ¢asti bic¢iku (Fawcett 1975, Bedford
et Hoskins 1990). Stiedni Cast biciku je ,,motorem* (hlavnim energetickym centrem) spermie,
obsahuje desitky mitochondrii v podobé helikdlni pochvy ovinuté okolo axonemy
(mikrotubularni struktury) (Fawcett 1975, Bedford et Hoskins 1990). Hlavni ¢ast (principal
piece) je nejdelsi ¢asti biciku s probihajici axonemou krytou fibréznim pouzdrem (Fawcett
1975, Bedford et Hoskins 1990). Koncova ¢ast (end piece) je nejkratSi a nejtenci Cast a
obsahuje axonemu krytou pouze plazmatickou membranou (Fawcett 1975, Bedford et Hoskins
1990).

Spermie hlodavctl vykazuji znaénou rozmanitost zejména v morfologii hlavi¢ky. Rada
druhtt mé apikalni hacky (Obr. 1) nebo prodlouZené ttvary u baze hlavicky (Sebek 1962,
Roldan et al. 1992, Breed 2004, Breed 2005). Ukdzalo se, Ze apikdlni hacky se vyskytovaly u
vétSiny zkoumanych druhl a Ze nepfitomnost ¢i ztrdta apikdlnio hdcku je nejspiS odvozeny

stav (Breed 2004, Breed 2005).

Obr. 1. Detail hlavicky spermie mySice kifovinné (Apodemus sylvaticus) snidpadnym
apikdlnim hackem. Ptevzato z Moor et al. (2002), snimek pofizen pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu, métitko 2,5 pm.



1.2. Membranové proteiny spermii

Mezi fadou membranovych proteinii spermii jsou v souvislosti s kompetici spermii
dulezité predevSim proteiny spojené s akrozomadlni reakci. Glykoprotein CD46 (membrane
cofactor protein) zfejmé stabilizuje akrozomdlni membranu, aby nedochézelo k piedCasné
spontanni akrozomadlni reakci (Inoue et al. 2003). CD46 chrani somatické buiiky savcu pred
vlastnim imunitnim systémem (plisobenim komplementu), spermie chrani pred plisobenim
komplementu v sami¢im reprodukénim traktu (Liszewski et al. 2005).

Spermie mysi s neaktivnim genem pro CD46 vykazovaly zvySenou spontanni
akrozomalni reakci a piekvapiveé zvysenou produkci potomkt (Inoue et al. 2003). MysSice jsou
»prirozenymi knockouty* pro CD46, maji specifickou variantu genu CD46 (chybi exony 5-7),
coZz ma za nésledek absenci tohoto proteinu na spermiich (Johnson et al. 2007, Clift et al. 2009
a, Clift et al. 2009 b). Mysice maji oproti mySim vyrazné zvySenou expresi proteini CDS55 a
CD59 (Clift et al. 2009b). Tyto proteiny nejspiS piebiraji funkci proteinu CD46 v ochrané

spermii pied zni¢enim komplementem v sami¢im reprodukénim traktu (Clift et al. 2009 b).

1.3. Kompetice spermii

Kompetice spermii je povazovana za evolu¢ni selek¢ni silu (Gage et Freckleton 2003,
Fisher et Hoekstra 2010, Montoto et al. 2011). Kompetice spermii odraZi epigamni chovani a
morfologii Zivo¢ichli (Roldan et al. 1992, Breed et Taylor 2000, delBarco-Trillo et Ferkin
2004) a chovani a morfologii vlastnich spermii (Moor et al. 2002; Immler et al. 2007, Fisher et
Hoekstra 2010). Nékteré morfologické znaky spermii ukazuji na miru kompetice spermii
(Immler et al. 2007) a muZou byt ovlivnény usmérnujicim vybérem (Calhim et al. 2007,
Immler et Birkhead 2007) a nebo stabilizujicim vybérem (Calhim et al. 2007, Lifjeld et al.
2010).

Druhy s vyssi mirou kompetice spermii maji delsi spermie (Roldan et al. 1992, Breed
et Taylor 2000). AvSak srovnavaci studie raznych skupin savct nepotvrdila vztah mezi délkou
spermii a mirou kompetice spermii (Gage et Freckleton 2003). Variabilita v délce spermii se u
pevcl ukdzala jako dobry ukazatel miry kompetice spermii (Lifjeld et al. 2010). U pévct
kompetice spermii plisobi na snizeni variability v délce spermii (Immler et al. 2008, Kleven et

al. 2008, Lifjeld et al. 2010).



Dtlezitou strukturou na hlavi¢ce spermii fady druhii hlodavct je apikdlni hacek (Obr.
I, Obr. 2 a). Diky apikdlnim hackiim se spermie mohou vzdjemné zapojovat a vytvériet
agregace, tzv. vlacky (Moor et al. 2002, Immler et al 2007). U mySovitych hlodavcu je
apikdlni hacek ancestrdlni znak, jeho ztrata (Obr. 2 b) je odvozend (Breed 2004, Breed 2005).
Delsi a vice zahnuté apikdlni hacky jsou u druht s relativné vétSimi varlaty, tedy u druhd

s vys8i mirou kompetice spermii (Immler et al. 2007).

Obr. 2. Detail hlavicky spermie bandikoty mensi (Bandicota bengalensis) s apikdlnim hackem
(a) a spermie bandikoty indické (Bandicota indica) bez apikalniho hacku (b). Pievzato z Breed

s

et al. (2007), snimek pofizen pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu, métitko 2,5 pm
(a), 4 um (b).

Zapojovani spermii mySic do vlac¢ka (Obr. 3) bylo klasifikovdno jako kooperativni
chovani (Moor et al. 2002). Protazené shluky ¢itaji stovky, nékdy az tisice spermii (Moor et al.
2002). Vlacky se pohybuji rychleji neZ samotnd spermie, takze se jevi jako vyhodna strategie
v kompetici spermii (Moor et al 2002). Vyhodna strategie zejména v piipad¢, Zze by vlacky
tvofily spermie od jednoho samce a piibuznost dvou ndhodné vybranych spermii by byla
primérné 50 % (Immler et al. 2007). Pro nékteré spermie by mohlo byt vyhodné se ptipojit
k vla€ku spermif jiného samce. U promiskuitnich druhii se vSak zd4, Ze spermie spolupracuji a

prednostné vytvareji shluky spermii pochazejici od jednoho samce (Fisher et Hoekstra 2010).
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