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Abstrakt

Hypotéza ,,phenotype-linked fertility* pfedpoklada, Ze jak sekundarni pohlavni znaky samct,
tak jejich spermie jsou fenotypové plastické a mohou byt ovlivilovany prostiedim. Jednim z
faktorti ovlivilyjici jejich fenotyp muize byt oxidacni stres a schopnost organismu jeho vliv
eliminovat. Oxidacni stres mize sniZovat kvalitu spermii, nebot’ spermie postradaji schopnost
oprav DNA, mize vSak ovlivnit i samotny proces spermatogeneze. Nékteré latky v§ak mohou
pusobit jako antioxidanty, a tim eliminovat piisobeni reaktivnich molekul kysliku (oxidacni
stres) v organismu. V této studii byli samci zebticky pestré (Taeniopygia guttata) z
domestikované populace blizké divokym zebfickdm dlouhodobé vystaveni pisobeni herbicidu
diquatu (D), ktery zvySuje oxidacni stres a karotenoidu luteinu (L), ktery by mohl mit
antioxidacni funkci. Design pokusu mél faktorialni charakter 2x2 s kontrolou (skupiny L, D,
LD, kontrola). Oxida¢ni stres, karotenoidy ani jejich interakce neméla vliv na morfologii
spermii, na jejich rychlost ¢i na zvyseni podilu abnormdlnich spermii v ejakulatu. Rozdily vSak
byly pozorovany na molekularni urovni, kdy spermie piisobenim oxida¢niho stresu mely
sniZzenou intenzitu signalu acetylovaného a-tubulinu v bi¢iku. Snizena mira acetylace by mohla
byt znakem strukturniho poskozeni biciku. Pfi soucasném podéavani diquatu i luteinu se vSak
pomér mezi spermiemi se slabym a siln€jSim signdlem vyrovnal. Zmény odhalila také
morfometricka analyza varlat, kdy ptisobenim oxidacniho stresu doslo ke zmenSeni priméru
semenotvornych kanalki a zarovei k nariistu vysky semenotvorného epitelu. Zmenseni praméru
semenotvornych kanalkti bylo pozorovano také u skupiny ovlivnéné diquatem a zaroven
luteinem. K nartstu vysky semenotvorného epitelu u této skupiny vsak nedoslo, kdy Ilze
usuzova, Ze lutein pozitivné zamezil projevu tohoto patologickému stavu. Prace potvrzuje
negativni vliv oxida¢niho stresu na spermie a pribéh spermatogeneze u zebfiCky pestré.
Zaroven demonstruje dilezitost karotenoidti pro zachovani redoxni rovnovahy a jejich ¢aste¢né

antioxidacni efekt za podminek oxida¢niho stresu.

Kli¢ova slova: spermie, spermatogeneze, oxidacni stres, karotenoidy, acetylace a-tubulinu,

zebticka pestra



Abstract

The phenotype-linked fertility hypothesis predicts that both, male carotenoid-based sexual
ornamentation and their spermatozoa are phenotypically plastic and may be co-affected by
the environment. One of the factors affecting their phenotype may be oxidative stress and the
ability of organism to eliminate its effect. Oxidative stress may reduce sperm quality because
sperm lack the ability to repair DNA, but it can also affect spermatogenesis itself. However,
some substances may function as antioxidants, and thus eliminate effect of reactive oxygen
species (oxidative stress) in the body. In this study, adult zebra finch males (Taeniopygia
guttata) originating from the domesticated and recently wild-derived populations were exposed
to the diquat (D), which enhances the oxidative stress, and carotenoid lutein (L), which could
have an antioxidant function. Experimental design had factorial character 2x2 with a control
(group L, D, LD, control). Neither oxidative stress, carotenoids, nor their interactions affected
sperm morphology or velocity and it also did not increase abnormal sperm proportion in the
ejaculate. However, the differences were observed at the molecular level, where by inducing the
oxidative stress, the sperm had reduced signal intensity of acetylated a-tubulin in the sperm
tails. Reduced rate of acetylation could be a sign of structural damage of the sperm tails.
However, when a combination of diquat and lutein was used, the ratio between sperm with
a weaker and stronger signal was equalized. Morphometric analysis of the testes also revealed
significant changes. Oxidative stress caused the reduction of the mean diameter of seminiferous
tubules and it increased the height of seminiferous epithelium. The reduction of the mean
diameter of seminiferous tubules was also observed in the combination of the lutein
and diquate-treated group. However, the increase in the height of the seminiferous epithelium
did not occur in this group, and lutein was able to prevent this pathological condition. This work
thus confirms the negative influence of oxidative stress on sperm and on spermatogenesis
in zebra finch males. It also demonstrates the importance of carotenoids for maintaining redox

homeostasis and their partial antioxidant effect under oxidative stress conditions.

Key words: sperm, spermatogenesis, oxidative stress, carotenoids, a-tubulin acetylation, zebra
finch
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1. Uvod

Jednim z hlavnich mechanismi ovliviiujicich reprodukci Zivocicht je pohlavni vybér.
Jedné se o evoluéni proces, ktery zvyhodituje geny zvysujici reprodukéni tispéch svych nositelt
(Birkhead & Pizzari 2002). Jeho teoretické zaklady postuloval jiz pred téméf 150 lety Charles
Darwin (Darwin 1871). Diky favorizaci uréitych gend se v populaci miize zvySovat pocet
jedincti nesoucich znaky preferované opacnym pohlavim. Tito jedinci tak budou mit vyssi
reprodukéni Gspéch v porovnani s jedinci, ktefi preferované znaky mit nebudou (Darwin 1871).
Pohlavni vybér se uplatnuje jak pied kopulaci, tak po kopulaci. Pfedkopula¢ni pohlavni vybér
mize probihat jako intrasexualni, pfi némZ mezi sebou soupefi jedinci stejného pohlavi
(vétsinou samci o samice, tzv. male-male choice) nebo jako intersexudlni, probihajici mezi
obéma pohlavimi (Andersson 1994). Pfi ném si pfislusnici jednoho pohlavi vybiraji partnera

opac¢ného pohlavi, nejcastéji samice vybiraji mezi samci (tzv. female choice).

Az do 70. let 20. stoleti bylo na reprodukci nahlizeno jako na kooperaci mezi samci
a samicemi. Poté ale bylo navrzeno, ze pohlavni vybér probiha také po kopulaci, v obdobi
od inseminace az do oplozeni vajika. Tento tzv. postkopula¢ni pohlavni vybér sestava ze dvou
slozek, skryté volby samice a kompetice spermii (Parker 1970). Pii skryté volbé mlize samice
ovlivnit, ktery ze samctl, s nimiz kopulovala, nakonec oplodni jeji vajicka. Jev je pomérné¢ malo
prozkoumany, jelikoz probiha pfimo v reprodukénim traktu samic a je obtizné jej studovat,
ptipadné odlisit od kompetice spermii (Birkhead 1998; Birkhead & Pizzari 2002). Kompetice
spermii nastava tehdy, pokud samice béhem jedné fertilni periody kopuluje s vice samci. Jejich
spermie potom Vv reprodukénim traktu vzajemné soupeti o oplozeni vajicka samice. Spermiim
pii tomto soupefeni mohou pfinést vyhodu nékteré jejich fenotypové vlastnosti, jako napf.
motilita (pohyblivost), rychlost, velikost, zivotnost ¢i jejich celkové mnozstvi v ejakulatu.
Vsechny tyto vlastnosti spermii vypovidaji o kvalit¢ ejakulatu a ovliviuji tak reprodukéni
uspéch samce (Andersson 1994). Na vnitrodruhové trovni dochazi k selekci na optimalni
fenotyp spermii a co nejvyssi konkurenceschopnost ejakulatu. Postkopulacni pohlavni vybér na
né pusobi stabilizujici silou, kdy mtze napt. maximalizovat jejich rychlost pohybu ¢i Zivotnost
(Calhim et al. 2007; Snook 2005). Na mezidruhové urovni na fenotyp spermii ptisobi spiSe
usmérnujici selekce, mohou u nich proto vznikat rizné adaptace a dochazet k jejich koevoluci
spolu s reprodukénim traktem samic (Gomendio & Roldan 1993; Miller & Pitnick 2002;
Anderson et al. 2006).

Pii intersexudlnim pfedkopulacnim vybéru partnera je dulezitym kritériem jeho
atraktivita, kterda mu muZze zvysit reprodukéni uspéch pred konkurenty (Eberhard 1996). Tato
atraktivita je signalizovana skrze sekundarni pohlavni znaky. VétSinou byvaji napadnéjsi
u samct, jelikoz u nich probiha intenzivnéjsi pohlavni vybér, vedouci ke vzniku pohlavniho

dimorfismu (Owens & Hartley 1998). Takovym znakem muze byt u ptak® intenzita zbarveni



zobaku, zbarveni pefi, velikost riznych ornamentid, chocholky, hiebinky ¢i ostruhy (von
Schantz et al. 1999). VSechny tyto znaky maji pro samice signalni a informacni funkci
0 kvalitach jejich nositeli. Exprese takovych znakii je pro jedince totiz energeticky velmi
nakladna a muze dokonce snizovat jeho fitness (Zahavi 1975). Indikatorova hypotéza
ptedpoklada, ze tyto sekundarni pohlavni znaky funguji jako cestné signaly, jelikoz jsou
nakladné nejen na vznik, ale i na jejich udrzovani. Proto samec, ktery i pfes jejich nakladnost
takové znaky ma a dozil se reproduk¢niho véku, ma skutecné kvalitni geny (Zahavi 1975). Tyto
vyhodné geny také mohou zdédit jejich potomci (Fisher 1958).

Predpoklada se také vztah fenotypu mezi témito sekundarnimi a primarnimi pohlavnimi
znaky: spermiemi a varlaty (Andersson & Simmons 2006). Byla proto formulovana hypotéza
,phenotype-linked fertility (PLFH) ktera ptedpoklada, Ze jak ornamenty uzivané pii vybéru
partnera pred kopulaci, tak znaky dulezit¢é po kopulaci (kvalita gamet) jsou fenotypové
plastické, mohou byt ovlivnény stejnymi mechanismy a vypovidat tak o kvalitach jedince
(Sheldon 1994). Takovymi mechanismy mohou byt rizné genetické a environmentalni faktory,
nebo jejich vzajemné interakce. Jednim z nejvice diskutovanych environmentalnich faktort je
oxidacni stres a schopnost organismu jeho vliv eliminovat. Do popfedi zajmu se dostal
v 50.letech 20.stoleti a od té doby je spojovan se vznikem fady onemocnéni, mimo jiné
s muzskou neplodnosti a sniZzenou motilitou spermii (Harman 1956; De Lamirande & Gagnon
1992; Roberts 1998). Variantou PLFH hypotézy je ,redox-based PLFH* hypotéza, pti které
se organismus snazi udrzet rovnovahu mezi prooxida¢nimi a antioxida¢nimi mechanismy (tzv.
redoxni homeostaza). Uvazuje o oxida¢nim stresu jako o faktoru vychylujicim tuto rovnovéhu
a ovliviiujicim jak ornamentaci, tak kvalitu spermii (Blount et al. 2001). Alternativou k témto
hypotézam je ,,sperm competition theory” (SCT), kterd predpokladd existenci kompromisu
(trade-off) mezi investici do ornamentu ptedstavujici prekopulaéni signaly kvality a investici
do kvality spermii jako postkopulacnich signalt (Tomasek et al. 2017). Predpokladem k této
hypotéze je pro samce nakladnost produkce ornamentu i omezenost dostupnych zdroji ve forme
energie a zivin k jejich vzniku (Hill 1996; Hill et al. 2002). K té jsou zapotiebi karotenoidy
ziskavané z potravy. Jednou z diskutovanych funkci karotenoidu je i jejich antioxidaéni funkce
(Pérez-Rodriguez 2009). Samec tak mize mit dilema, zda karotenoidy vyuzit k ornamentaci ¢i
k mozné antioxidac¢ni obrané spermii pted oxidaénim stresem. Vysledky studii o antioxida¢ni
funkci karotenoidli se vSak rtzni, podle nékterych zadny vliv na redoxni rovnovahu nemaji,
podle jinych mohou samy dokonce puisobit jako prooxidanty (Palozza 1998). Cilem této prace je
zhodnotit mozny vliv oxidaéniho stresu, karotenoidii a interakce mezi nimi na spermie
a spermatogenezi u zebii¢ky pestré (Taeniopygia guttata). Vysledky by také mohly piispét
Kk objasnéni, zda a jakou maji karotenoidy roli pfi spermatogenezi na redoxni rovnovahu

a podpotit nékterou z vyse uvedenych hypotéz.



1.1. Spermatogeneze

Spermie u pohlavné dospélych ptaki vznikaji ve varlatech, v semenotvornych kanalcich
pfi procesu zvaném spermatogeneze. Varlata ptakd jsou ulozena na dorzalni strané bfi$ni
dutiny, ¢imZ jsou spermie vystaveny vys$im teplotam. Proto dochazi k tvorbé spermii hlavné
vnoci, kdyje celkova teplota téla nizsi. Spermatogeneze je proces fizeny hormonalné
hypotalamem, ktery produkuje gonadotropiny uvoliiujici hormon (GnRH), jehoz mnozstvi
stoupa s prodluzujici se délkou dne (Dawson et al. 2001). Zasadni vliv na zahajeni reprodukéni
aktivity mlze mit proptdky prodlouzeni délky dne o pouhych 17 minut, jak bylo
zdokumentovano u tropického pévce mravencika teCkoprsého (Hylophylax neavioides) (Hau et
al. 1998). GnRH stimuluje adenohypofyzu k produkci gonadotropini: folikulostimula¢niho
hormonu (FSH) a luteinizacniho hormonu (LH), ktery nastartuje spermatogenezi produkci
testosteronu (T) v Leydigovych buikach (Kuenzel 2000). Produkce a sekrece téchto hormonu je
fizena pravdépodobné také inhibi¢nim neuropeptidem, gonadotropin inhibujicim hormonem
(GnlH). Pfesny mechanismus neni dosud znam, pravdépodobné ale plsobi na vice trovnich:
V hypotalamu, adenohypofyze a gonddach (Jamieson 2007). Dilezitym hormonem fidici
reprodukeni cyklus je také melatonin, u ptaki produkovany primarné epifyzou a rohovkou. Ten

je pravdépodobné kli¢ovym faktorem pro indukci GnIH (Ubuka et al. 2005).

Tkan varlat je tvofena intersticialni tkani a semenotvornymi kanalky. Intersticialni tkan
se sklada z Leydigovych bun€k (zvanych téz intersticialni), které jsou hlavnim zdrojem
hormonu testosteronu, ktery ovliviiuje zrani spermii. Zarodecné a Sertoliho bunky, slouzici
k jejich ochrané, vyzivé a regulaci vyvoje tvoii tkan semenotvornych kanalkt. Sertoliho burnky
jsou podlouhlé, pomérné velké a jednou stranou pfisedaji k bazalni lamin¢. Maji také endokrinni
funkci, jelikoz produkuji hormon inhibin, ktery pravdépodobné ovliviiuje rist a diferenciaci
gamet (Sedqyar et al. 2008). Zarode¢né buriky se b&hem zrani tvarové a velikostné méni
a presouvaji se od bazalni laminy smérem do lumen semenotvorného kanalku. Zistavaji ale
vtésném kontaktu diky mezibunénym cytoplasmatickym spojim, které usnadiiuji
synchronizaci jejich vyvoje (Parreira et al. 2002).

Primarni zarode¢né bunky jsou spermatogonie lezici po obvodu semenotvorného
kanalku, pfichyceny k bazalni lamin¢. Zatimco u savctl, konkrétné u potkana obecného (Rattus
norvegicus) se povedlo rozlisit nékolik generaci spermatogonii typu A (A0, Al, A2, A3, A4),
intermediatni typ a typ B, u ptakt je takto podrobné rozd€leni problematické a studie
se urtznych druhd 1isi (Clermont & Bustos-Obregon 1968). U kachny divoké (Anas
platyrhynchos) a pizmovky velké (Cairina moschata) byl nalezen pouze jeden typ
spermatogonii, dva typy u perlicky kropenaté (Numida meleagris) a vSechny tfi typy u kiepelky
japonské (Coturnix japonica). Studie u kura domaciho (Gallus gallus domesticus) se rtzni,

spermatogonie se povedlo rozliSit do jednoho i dvou typt (Jamieson 2007). Spermatogonie jsou
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diploidni bunky, které se mitoticky déli a davaji vznik diploidnim spermatocytim I. typu, které
se vyznacuji velkym jaddrem S chromatinem pfidruZzenym k jaderné membrang. Ze spermatocyti
L. typu prvnim meiotickym délenim vznikaji haploidni spermatocyty II. typu, jejichz jadro uz
neni tak velké, je ale velmi obtizné oba typy porovnat, jelikoz spermatocyty II. typu jsou
v seminifernim epitelu vidét jen kratce. Druhym meiotickym délenim davaji  vznik
4 spermatidam, kulatym buiikdm s haploidni sadou chromozom.

Proces, kdy se z kulovitych spermatid stavaji podlouhlé spermie, se nazyva
spermiogeneze. Pfi ni ve spermatidach dochazi k redukci cytoplazmy, syntéze akrozomu
z Golgiho aparatu a kondenzaci a zplosténi jadra. U pévci jadro nabyva spiralovitého tvaru
kopirujici tvar hlavicky diky svazkim mikrotubuld, u akrozomu je piesny mechanismus dosud
nejasny (Fawcett et al. 1971). V ¢asné fazi spermatidy je jaderny chromatin jeSté
kondenzovany, postupné se rozvoliiuje a pozdéji opét kondenzuje (Gdes & Dolder 2002).
Mitochondrie, do té doby lokalizované v postnuklearni oblasti, za¢nou fizovat dohromady, az
vytvoti dlouhy fetézec obto¢eny podél axonemy biciku (Fawcett et al. 1971; Goes & Dolder
2002). Formovani biciku je iniciovano diky centriole, parové organele umisténé za jadrem, ktera
tvoti bazalni télisko biciku. Sklada se z kratSi proximdlni casti, kterd je blize jadru a distalni
delsi Casti, ktera tvoti samotny zaklad bi¢iku: vystupuji z ni dva centralni parové mikrotubuly
tvotici zaklad axonemy. Na nékolika star§ich studii bylo demonstrovdno, ze proximalni
centriola u pévcl zanika, recentni studie hyla obecného (Pyrrhula pyrrhula) a snovace Zlutého
(Ploceus velatus) ale proximalni centriolu detekovaly jak ve spermatidach, tak ve zralych
spermiich (Goes & Dolder 2002; Birkhead et al. 2006; Aire & Ozegbe 2012).

Zralé spermie jSOUu z lumen semenotvorného kanalku varlete siti kanalk rete testis
a proximalnim eferentnim kanalkem transportovany do nadvarlete. Tento proces je u ptaka
V porovnani se savci velmi rychly, napt. spermiim kiepelky japonské to trva jeden den, zatimco
spermiim potkana obecného osm dni. Cely proces spermatogeneze pak u kiepelek trva 14-15
dni, u potkant 50 dni (Robb et al. 1978; Clulow & Jones 1982). U savct dochazi v nadvarleti
k maturaci spermii, kdy se stavaji pohyblivymi, dochazi ke strukturnim modifikacim, méni
se slozeni cytoplazmatické membrany. U ptakli mohou byt spermie pohyblivé a schopné
oplozeni jiz ve varleti, studii je ale zatim malo a zaméfuji se primarné na ptaky z tadu
hrabavych. U kiepelky je schopno navazat se na perivitelinni membranu oocytu (analog zona
pellucida savct) a akrozomalni reakce az 90 % spermii z varlete. Studie nicméné odhalila, Ze
pouze 20 % spermii odebranych z varlete bylo motilnich. Prichod nadvarletem tak u kiepelky
zvySuje rychlost a podil motilnich spermii v ejakulatu, za coz by mohl byt zodpovédny protein
hemoglobin, ktery je v nadvarleti syntetizovan (Nixon et al. 2014). Spermie kura domaciho
ovSem postradaji motilitu jest¢ v nadvarleti. Motilita je u nich teplotn¢ zavisla a vyzaduje
snizeni teploty ze 40 °C na 30 °C, ke kterému dochazi az pfi ejakulaci a ptenosu do samici

kloaky (Ashizawa & Sano 1990).
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Z nadvarlete spermie pokracuji do chamovodu (vas deferens), ktery je zakoncen
Vv kloace. Spermie jsou ukladany na konci chdmovodu na kloakalnim vycénélku, u pévei v misté
zvaném seminal glomus, u ostatnich ptaka v receptaculum ductus deferentis (Jamieson 2007).
Koncentrace spermii v seminal glomus u vrabce domaciho (Passer domesticus) v obdobi pateni
v pribéhu dne klesa, rozdil mezi rannim a veCernim méfenim &ini az 85 %. Seminal glomus
tak pravdépodobné slouzi pouze jako jednodenni zasobarna spermii a produkce, transport
a uloZeni novych spermii do né&j probiha v noci (Birkhead et al. 1994). Jeho velikost se také
cyklicky méni, s nastupem obdobi rozmnozovani roste a po skonceni hnizdni sezény jeho
velikost opét klesa (Chiba et al. 2011).

U savcl musi spermie projit procesem kapacitace, ktera probiha v reprodukénim traktu
samice a teprve poté jsou schopné navazat se na zona pellucida oocytu a akrozomalni reakce.
Pti kapacitaci dochazi ke zménam proteinového slozeni na povrchu spermie, zménam
V cytoplazmatické membran€ i v cytoplazmé. U ptalich spermii ke kapacitaci nedochazi
a spermie jsou schopné akrozomalni reakce a navazani na perivitelinni membranu oocytu ihned
(Horrocks et al. 2000; Lemoine et al. 2008; Nixon et al. 2014). Kopulace u vétsiny ptacich
druhit (97 %) probiha pritisknutim jejich kloak. Vyjimku tvoii bézci (Paleognathae)
a vrubozobi (Anseriformes), ktefi maji penis ¢i hemipenis, tzv. intromittent organ
(Briskie & Montgomerie 1997).

1.1.1 Morfologie ptaci spermie

Spermie patii mezi vysoce specializované buiiky, které od jejich objevu v 18. stoleti
stale nepfestdvaji lidstvo fascinovat. Poprvé je pod vlastnoru¢né sestrojenym mikroskopem
pozoroval dansky nadSenec, pfirodovédec amatér a prikopnik mikroskopie, Antoni van
Leeuwenhoek v roce 1678, ktery zkoumal spermie Zab, ryb a ptaku a jejich morfologickou
variabilitu peclivé zaznamenaval kresbami. Jejich objev vyvolal fadu otdzek, napt. zda jsou
za oplozeni odpovédny piimo spermie nebo semenna plazma. Odpovéd’ se pokusil nalézt roku
1785 Lazzaro Spallanzani, italsky knéz, psycholog a piirodovédec, ktery pracoval s vajicky
a spermiemi zab. MyIné ale dospél k zavéru, ze hlavni roli pii oplozeni hraje semenna plazma
a teprve roku 1824 pravdu odhalili Jean-Louis Prévost a Jean Baptiste Dumas (podle Lopata
2009). Morfologicka variabilita spermii zlistava jednou z nejvétsich zahad reprodukéni biologie.
Jejich variabilita mezi taxony je v porovnani s jakymikoli jinymi Zivo¢isnymi buiikami mnohem
vétsi (Calhim et al. 2007). Spermie se ale li$i nejen na mezidruhové urovni, ale také na
vnitrodruhové-mezi jedinci i vramci ejakulatu jednoho samce. Faktory ovliviwgjicimi tuto
variabilitu mohou byt zplsob oplozeni (vnitini ¢i vngjsi), fylogeneze a jiz zminovany

postkopulacni pohlavni vybér (Birkhead & Immler 2007).

Spermie ptakt se skladaji ze dvou casti, hlavicky a bi¢iku (flagellum), které jsou

pokryty plazmatickou membranou. Stfedni ¢ast (midpiece) je soucasti bi¢iku. Morfologie
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spermie je zobrazena na obrazku ¢. 1. Poméry jednotlivych ¢asti a celkova délka spermii
se mezi druhy velmi lisi, spermie mohou méfit od 50 um az do 300 pm, pfi¢emz se mezi druhy
nejvice lisi délkou biciku (Briskie & Montgomerie 1992).

Hlavicka je dlouha a u pévci Spicata s typickym spiralovitym tvarem. Vyjimkou jsou
pouze spermie hyla obecného a jeho pfibuzného endemita hyla azorského (Pyrrhula murina),
které jsou kulovité (Birkhead et al. 2006; Lifjeld et al. 2013). Pocet spiral na hlavicce
se mezi druhy rtzni, drozd zpévny (Turdus philomelos) ma spermie v priméru s 2,3 otackami
a rakosnik zpévny (Acrocephalus schoenobaenus) az se 4,6 otackami (Birkhead et al. 2006).
Spermie ostatnich ptacich taxonti maji obecné protahlé hlavicky bez tohoto spiralovitého tvaru,
podobné spermiim plazt, které se oznacuji jako sauropsidni (Korn et al. 2000). Hlavicka ma
redukovanou cytoplazmu. Uvnitt hlavicky se nachazi jadro, které byva protahlého
az spiralovitého tvaru (kopiruje tvar hlavicky), nese haploidni sadu chromozomut a akrozom.
Ptaci maji uréeni pohlavi typu abraxas, tzn. Ze homogametiéti samci nesou chromozomy ZZ
a samice jsou heterogametické s chromozomy ZW. Akrozom je modifikovany sekre¢ni vacek
Vv predni ¢asti hlavicky. Vznika v pozdnich fazich spermatogeneze z Golgiho aparatu a obsahuje
lytické enzymy, napt. akrosin a hyaluronidazu, které jsou nutné k priiniku spermie skrze vajecné
obaly zona pellucida a corona radiata ¢i fuzi membran spermie a vajicka. Pomér jeho velikosti
vici jadru se u ptakd znaéné lisi, od 0,3 u roryse obecného (Apus apus) az po 4 u tangary ohnivé
(Piranga rubra). Akrozom spermii nékterych druhti ptakl je zaspicatély a vybiha v hiebeny
spiralovitého tvaru, v literatufe zndmé pod pojmem ,,acrosome keel* (Jamieson 2007).

Stfedni cast spermie je, co se tyCe délky, jednou z nejvariabiln€jsich komponent.
U pévct je tvorena kratkou proximalni a dlouhou distalni centriolou, u ostatnich ptakt vice
centriolami, které jsou slozeny z deviti trojic mikrotubuld (Birkhead et al. 2006; Aire & Ozegbe
2012). Mikrotubuly se uplatiiuji také pii mitoze, kdy zajistuji pohyb jader od sebe. Centriolu
spiralovit¢ obklopuji mitochondrie tvotici tzv. mitochondridlni helix. Helix je u pévct tvofena
pouze jedinou mitochondrii, u jinych taxon i vice, napf. ve studii kura domaciho jich
spiralovité obklopovalo stiedni ¢ast az 30 (Bakst & Howarth 1975; Aire 2014). Délka této
mitochondrialni helix se mezi druhy vyrazné 1isi, od 3,1 wm u vrany ¢erné (Corvus corone) az
po 138,5 um u konopky obecné (Carduelis cannabina), obecné je ale u pévct dlouha (Jamieson
2007). Vyjimkou mezi pévci s absenci této helix je hyl rudy a hyl azorsky (Birkhead et al.
2006; Lifjeld et al. 2013).

Mitochondrie generuji energii oxidativni fosforylaci v podobé ATP (adenosintrifosfatu),
ktery je podstatny pro pohyb bi¢iku. Piesna funkce spiralovitého tvaru mitochondrialni helix
zOstava zatim neobjasnéna. Pravdépodobné slouzi k zintenzivnéni rotacniho pohybu, kterym
se spermie pohybuji vpfed tim, ze usnadnuje pfenos energie i k distalnim castem biciku
(Jamieson 2007). Tento rotacni zplisob pohybu je pro spermie pévci typicky, spermie se pii

ném otaci kolem své osy a pohybuje se dopiedu (Vernon & Woolley 1999). U spermii savcl
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k rotaci nedochazi, pohyb spermie je vyvolan pohybem bi¢iku do stran. Pohyb biciku je
umoznén diky axonemé, ktera tvofi jeho osni vlakno. Je to Utvar slozeny stejné jako centriola
z mikrotubuli. Ty maji obvyklé uspofadani 9+2, 2 centralni a 9 dubletd koncentricky je
obklopujicich. Mikrotubuly jsou uvniti duté a skladaji se z podjednotek a-tubulinu a B-tubulinu.
To jsou globularni proteiny, které se pevnymi nekovalentnimi vazbami spojuji, vytvati dimery,
které se dale fetézi a vytvaii tak protofilamenta. Sténu jednoho mikrotubulu tvoii dohromady
13 protofilament. Pohyb biciku je uskute¢novan diky posunu dubletu mikrotubuli proti sobg,
ktery je generovan dyneinem, molekulovym motorem s ATP4zovou aktivitou (Gibbons 1981).

hlavni éast biciku | tail stiedni &ast biciku | midpiece  |hlavicka | head

flagellum

celkovd délka spermie

Obrazek ¢. 1: Morfologie spermie zebiicky pestré. Zvétseno 400x.

1.2 Kvalita ejakulatu

Fenotyp a funk¢nost spermie jsou zasadnimi faktory ovliviiujicimi reprodukéni uspéch
samce, na které pusobi vlivem postkopulacniho pohlavniho vybéru silna selekce. V zajmu
samce je maximalizovat kvalitu jeho ejakulatu napf. pomoci zvyseni rychlosti pohybu, délky
a zivotnosti spermii ¢i jejich vzajemnou kooperaci. Nekteré z téchto fenotypovych vlastnosti se
mohou u riznych druhll vzajemné ovliviiovat, kdy napf. u jednoho taxonu s rostouci rychlosti
pohybu spermii mutize klesat jejich Zivotnost, zatimco u jiného rychlost pohybu na jejich
zivotnost zadny vliv nemad. Nékteré fenotypové vlastnosti spermii mohou byt dédi¢né, jiné
mohou byt ovlivnény vnéj$im prostfedim (Birkhead et al. 2005; Mossman et al. 2009).
Variabilitu fenotypu spermii také ovliviiuje intenzita kompetice spermii. Samci jsou schopni
investovat do kvality spermii a ovlivnit celkové mnozstvi ejakulatu na zakladé kvality samice
(Pitcher et al. 2005). Jedna se 0 tzv. strategickou alokaci, kterou samci pouzivaji pfi intenzivni
kompetici spermii (Kilgallon & Simmons 2005). Pokud se totiz samice pafi s vice nez jednim
samcem, prioritou samce je zvysit produkci, a hlavné zdatnost jeho spermii v ejakulatu. Jev je

také znam pod pojmem fenotypova plasticita ejakulatu (Kelly & Jennions 2011).

1.2.1 Délka spermie

Prikopnickou studii vlivu kompetice spermii na jejich délku byla studie 28 druht

primatt a 14 druhd hlodavcu. Testovala hypotézu, ze delsi spermie zvitézi v konkurenci nad
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ostatnimi, protoze budou rychlejsi a dorazi tak k vajic¢ku dfive. Samci druht, u nichz jsou
samice promiskuitni a pafi se svice samci skutené méli del§i spermie v porovnani
s monogamnimi druhy. Délka spermii navic pozitivné korelovala s rychlosti pohybu spermii
(Gomendio & Roldan 1991). Tento vztah vSak novéjsi studie nepotvrdily. Studie 31 druht
primatl nalezla pozitivni korelaci pouze mezi intenzitou kompetice spermii a délkou stiedni
¢asti spermie (Anderson & Dixson 2002). Ani tento vztah v8ak nena$la studie celkem 83 druhu
savcu (Gage & Freckleton 2003).

Délka spermii miize souviset s morfologii reprodukéniho traktu samic. Samice
nékterych druhi jsou schopny skladovat spermie ve specializovanych utvarech, tzv.
skladovacich tubulech (SSTs-sperm storage tubules) i po dobu 10 tydnti. Mohou byt ukladany
ve vice vrstvach, pricemz nejvice spermii pouzitych nakonec samici k oplozeni pochazi
od posledniho samce, s nimz kopulovala, protoZze jeho spermie brani ostatnim v uvolnéni
z tubulu. Byl také nalezen pozitivni vztah mezi délkou spermii a délkou samicich skladovacich
tubultt u 20 druhti pévci. Udaje tak naznaduji, Ze by v minulosti mohlo dojit ke koevoluci
sam¢ich gamet a sami¢ich skladovacich tubulti (Briskie & Montgomerie 1993; Liipold et al.
2016). Také samice bezobratlych ukladaji spermie do skladovacich tubulti. Samice octomilek
(Drosophila melanogaster) piednostné ukladaji dlouhé spermie, pii selekci samic s del§imi
tubuly zacali i samci tvofit delsi spermie (Miller & Pitnick 2002; Liipold et al. 2016). Jejich
délka se u octomilek pohybuje v rozmezi 0,32-58,3 mm, spermie tak muze byt i 10x delsi, nez
je celkova délka téla samce (Pitnick et al. 1995). Délka spermii je u octomilek dédi¢na (Liipold
etal. 2016). S délkou spermie ovSem negativné koreluje pocet vyprodukovanych
a ejakulovanych spermii (Pitnick 1996).

U zebficek pestrych je rychlost pohybu spermii dédiéna (Mossman et al. 2009). Prace
Bennison et al. 2015 ukazuje, Ze rychlost pohybu je u nich pozitivné korelovana s délkou
spermie, kdy samci s del$imi spermiemi zplodi vice potomku (az 64 %) V porovnani se samci
S krat§imi spermiemi (36 %). Podstatnou roli také hraji poméry délek jednotlivych casti
spermie, kdy rychlejsi jsou spermie s krat$i hlavickou v poméru k bi¢iku. Delsi hlavicka by
mohla pfi pohybu zvySovat odpor (Mossman et al. 2009). Délka jednotlivych ¢asti spermie,
tj. hlavicky, stiedni a hlavni ¢asti bi¢iku je u zebfiek také dédi¢na (Birkhead et al. 2005).
V délce spermii existuje mezi samci velka variabilita, obvykla délka se pohybuje mezi 50-80
um (Birkhead et al. 2005; Immler et al. 2012). Divodem tak velké variability je pravdépodobné
nizka intenzita kompetice spermii s malou selekci na jejich fenotyp (Birkhead et al. 2005).
Recentni studie navic odhalila, Ze rychlost pohybu sice roste s délkou spermie, ale jen do urcité
délky-u nejdelSich spermii rychlost naopak klesa (Bennison et al. 2016). Obecné u pévcl se
vzrastajici délkou hlavni ¢asti biciku roste i délka stfedni ¢asti, spermie s nejdel§imi hlavnimi
¢astmi biciku zebfiCek ovSem maji stfedni Cast piekvapivé kratkou a vztah mezi nimi je

u zebficek tedy nelinearni (Birkhead et al. 2005; Bennison et al. 2016).
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1.2.2 Rychlost pohybu a Zivotnost spermie

Teorie predpoklada, Ze delsi spermie budou vykazovat vyssi rychlost pohybu, dostanou
se k vajicku rychleji a v kompetici spermii tak zvitézi (Snook 2005; Liipold et al. 2009). V praxi
spermii zvysuje, celkova délka spermie vSak neni jedinym faktorem ovliviiujicim jejich rychlost
(Nascimento et al. 2008; Fitzpatrick et al. 2009). Dulezitymi mohou byt i poméry riznych ¢asti
spermie ¢i jeji celkova morfologie (Helfenstein et al. 2010a).

Modelovym druhem jedné z prvnich studii odhalujici vliv velikosti spermii na jejich
rychlost bylo had’atko obecné (Cenorhabditis elegans), u kterého jsou vé&tsi spermie
produkované samci (v populaci tvoti 0,1 %) az 10x rychlejsi nez mensi spermie produkované
hermafrodity (tvoii 99,9 % populace) (LaMunyon & Ward 1998). Vyzkum cichlidovitych ryb
obyvajicich jezero Tanganyika ukazal, Zze samci druhd celicich vyssi intenzit€ kompetice
spermii produkuji del§i a rychlejsi spermie (Fitzpatrick et al. 2009). Rychlejsi spermie ale
naptiklad u lososa obecného (Salmo salar) maji kratsi zivotnost (Gage et al. 2004). Rychlost
pohybu spermii je zasadni také pro kura domaciho a krocany divoké (Meleagris gallopavo),
jelikoz samice u téchto druhti uchovavaji spermie ve skladovacich tubulech. Ty obsadi rychleji
spermie s vétsi motilitou a samec, ktery takové spermie produkuje, zplodi az 73,3 % mladat
(Donoghue et al. 1998; Birkhead et al. 1999). Pro rychlost pohybu spermii vrabce domaciho je
zasadni délka spermie, kdy delsi spermie vykazuji kromé vyssi rychlosti také delsi Zivotnost.
Kromé celkové délky u nich ovliviiuje rychlost pohybu také pomér hlavicky, kdy se nejrychleji
pohybuji spermie s kratkou hlavickou v poméru k bi¢iku (Helfenstein et al. 2010a). Dlouhé
spermie lejska Cernohlavého (Ficedula hypoleuca) po ejakulaci vykazuji stejnou rychlost
pohybu jako krat$i spermie, po 10 minutach jejich rychlost ale vyrazné klesa a rychleji se poté
pohybuji kratsi z nich (Lifjeld et al. 2012). Rychlost pohybu spermii u primatd ovliviiuje jejich
patici systém. Nejrychlejsi spermie maji samci makaka rhesus (Macaca mulatta) a Simpanze
uéenlivého (Pan troglodytes), ktefi jsou velmi promiskuitni, naopak nejpomalejsi spermie maji
samci gorily zapadni (Gorilla gorilla), kteti maji harém samic a neprobiha tak u nich kompetice
spermii s konkuren¢nimi samci (Nascimento et al. 2008).

U nékterych druhit miZeme pozorovat tzv. kooperaci spermii, kdy pfibuzné spermie
(pochazejici od stejného samce) spolupracuji. Diky morfologickym adaptacim v oblasti
hlavi¢ky tvofi pary az shluky stovek spermii, které se mohou pohybovat rychleji nez osamocené
nebo mensi shluky spermii (Pizzari & Foster 2008). Toto bylo dokazano u mySice kiovinné
(Apodemus sylvaticus) a potkana obecného, jejichz spermie se shlukuji diky apikalnim hackim
na hlavi¢kach a pohybuji se rychleji v porovnani s jednotlivymi spermiemi (Moore et al. 2002;
Immler et al. 2007). Spermie myS8i domaci (Mus musculus) také vytvati shluky, zadny efekt

na jejich rychlost ovsem nemaji (Immler et al. 2007).
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Zasadni vliv na aspéSnost oplozeni miize mit Zivotnost spermie, coz je ¢asovy interval,
po ktery spermie vykazuje pohyb. Hlavnim zdrojem energie pro jeji pohyb je nukleotid ATP
(adenosintrifosfat). Ve spermii vznikd pifi oxidativni fosforylaci v mitochondriich
lokalizovanych v piedni oblasti stfedni Casti spermie a pfi glykolyze v enzymech vazanych
na hlavni ¢ast biciku (Ford 2006). ATP je hydrolyzou rozloZzen na ADP (adenosindifosfat) a Pi
(fosfat), kdy dochazi k uvolnéni energie (Vilar et al. 1980). Koncentrace ATP a pocet
mitochondrii se v mezidruhové studii savci zvySovaly spolu s délkou a objemem stiedni ¢asti
spermie, které linearné rostly s délkou hlavni ¢asti bi¢iku (Cardullo & Baltz 1991). Hypotéza
tedy ptedpoklada, Ze spermie s delsi stiedni ¢asti budou mit vice mitochondrii k produkci ATP
pro pohyb bi¢iku (Cardullo & Baltz 1991; Anderson & Dixson 2002). U primati objem stiedni
¢asti rostl spolu s intenzitou kompetice spermii, métenou jako relativni hmotnost varlat, objem
stiedni Casti je tak zifejmé ovlivnén postkopula¢nim pohlavnim vybérem (Anderson & Dixson
2002). Zavéry dalSich studii zGstavaji nicméné zatim nejednozna¢né. V mezidruhové studii
pevet mély spermie s delsi stfedni ¢asti skutecné vyssi hladiny intracelularniho ATP, na jejich
rychlost pohybu vsak tyto vyssi koncentrace nemély Zadny efekt (Rowe et al. 2013). Vyzkum
spermii hlodavci ovSem pozitivni vztah mezi koncentraci ATP arychlosti potvrdil.
Koncentrace ATP navic, stejné jako ve studii primatt, stoupala s intenzitou kompetice spermii
(Tourmente et al. 2013). Piekvapivy vysledek piinesla studie zebiiéek, kdy byl mezi délkou
sttedni Casti spermie a koncentraci ATP nalezen negativni vztah. Nejvyssi koncentraci ATP tak
vykazovaly spermie s nejkratsi stfedni ¢asti, obsah ATP navic s rychlosti nesouvisel (Bennison
et al. 2016). Vztah mezi délkou stfedni ¢asti spermie, obsahem ATP a jejich vlivem na rychlost
pohybu tak patrné bude komplexni a vyZzaduje dalsi vyzkum.

1.2.3. Abnormality spermii

Béznym fyziologickym jevem pii spermatogenezi a spermiogenezi je vznik urcitého
mnozstvi spermii vykazujicich morfologickd poskozeni. Procento abnormalnich spermii
v ejakulatu se mize zvySovat vlivem nepfiznivych podminek, napf. pfi vystaveni organismu
toxinim a patogenim a mize tak negativné ovlivnit fertilitu samce (Ackerman et al. 1999).
Spermie mohou mit napf. deformovany tvar hlavicky ¢i jim hlavicka muze zcela chybét,
ve stfedni ¢asti spermie mohou byt detekovany vakuoly, hlavni ¢ast bi¢iku miize byt pfilis
kratka, stocena ¢i se muze vyskytovat i vice bicikti najednou (Ackerman et al. 1999; Aziz et al.
2004; Kubo-Irie et al. 2005). Pii pusobeni oxidacniho stresu u mysi vykazovalo abnormalni
morfologii biciku az 78 % spermii (Tajaddini et al. 2014). Ke zvysenému podilu abnormalnich
spermii v ejakulatu vede také kiizeni mezi pfibuznymi jedinci, inbreeding (Gage et al. 2006).

Abnormalni spermie jsou spolu se starnoucimi ¢i nezralymi spermiemi z ejakulatu
odstrafiovany pii procesu spermiofagie. Spermiofagie (také spermatofagie) predstavuje
fagocytéozu spermii a jejich fragmentd zprostfedkovanou makrofagy, Sertoliho buinikami

a buiikami epitelu nachazejicimi se v reprodukénim traktu samct. U savch probiha spermiofagie
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hlavné v semenotvornych kandlcich, rete testis, proximalnim eferentim kanalku, v rozsifeném
misté chamovodu zvaném ampulla a semennych vaccich (Holstein 1978; Murakami et al.
1978). U kura domaciho byla zdokumentovana spermiofagie zejména v rete testis
a proximalnim eferentnim kanalku (Aire 2000). U pévcli probihd fagocytdéza spermii také
v seminal glomus, kde jsou krom¢ imotilnich ¢i spermii vykazujicich morfologicka poskozeni
absorbovany jest¢ vSechny skladované a dosud neejakulované spermie po skonceni
reprodukéniho obdobi (Chiba et al. 2011).

1.3.  Reprodukéni cyklus ptaki a morfologie varlat

U vétSiny divokych a nékterych domestikovanych ptac¢ich druhti dochazi béhem roku
k cyklickym zménam velikosti varlat v zavislosti na reprodukénim obdobi. Tyto zmény jsou
fyziologickou odpovédi neuroendokrinniho systému na ménici se podminky vnéjsiho prostiedi.
Reprodukéni cyklus ptdkd ovliviiuje zejména fotoperioda, teplota, mnozstvi srazek a s nim
souvisejici dostupnost potravy a dostatek vhodnych mist k hnizdéni. V dob€ rozmnozovéni
mohou varlata az n€kolikanasobné zvétsit sviij objem (Dawson et al. 2001). Toto zvétSeni je
zpisobeno prodlouzenim semenotvornych kanalkdi a zvySenim poctu intersticialnich bunék
mezi nimi (Jamieson 2007). Velikost varlat méfena jako jejich relativni hmotnost je také
znakem intenzivni kompetice spermii, ktera koreluje s produkci spermii (Moller & Briskie
1995; Pitcher et al. 2005). Intenzivni kompetici spermii jsou u ptaku vystaveni pfedev§im samci
druhii s vysokou frekvenci mimoparovych paternit, napf. strnad pestry (Calcarius pictus)
a modroplastnik modrofialovy (Malurus splendens) (Meller & Briskie 1995).

Reprodukeni cyklus ptakd rozliSujeme na fazi reprodukcni, involucni a regeneracni.
Béhem reprodukéni faze jsou bunky epitelu semenotvornych kanalki —maximalné
diferenciovany, intersticialni tkan mezi kanalky je kompaktni a tenka. Produkce spermii, vyska
semenotvorného epitelu a prumér semenotvornych kanalkd dosahuji nejvyssich hodnot, lumen
semenotvorného kanalku je prostorné a vyplnéné tekutinou. Hladiny krevnich hormonti FSH,
LH a T jsou na svych maximech. Poté nasleduje involu¢ni faze, kdy dochazi k postupnému
poklesu produkce spermii, a nakonec k aplnému zastaveni spermatogeneze. Vyjimkou jsou
pouze nékteré domestikované druhy, u kterych probiha reprodukéni faze béhem celého roku
(Jamieson 2007). Hlavnim spoustécim faktorem pro nastup involucni faze je zkraceni dne,
dochazi ke snizeni syntézy melatoninu epifyzou, které indukuje nartst GnlH (Ubuka et al.
2005). Velikost varlat se snizuje, coz je zpusobeno masivni apoptézou Sertoliho bunék,
spermatogonii a spermatocytl v semenotvornych kanalcich, jejich primér se zmensuje, lumen
ziskava nepravidelny tvar a casto invaduje do zarodecného epitelu. Intersticialni tkan
se z kompaktni stdva houbovitou a nabyva na objemu, dochazi zde k apoptoze Leydigovych
bunék (Aire 1997). Regeneracni faze tkan¢ varlat a pfiprava na dalsi reprodukéni obdobi pak

nastava pasobenim gonadotropini sekretovanych adenohypofyzou (Jamieson 2007).
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1.3.1. Vliv véku na velikost a asymetrii varlat

Velikost varlat ptaki se méni také s vékem, kdy obecné vétsi varlata maji starsi jedinci
Vv porovnani s mladsimi (Graves 2004; Laskemoen et al. 2008). S vékem roste také asymetrie
ve velikosti varlat, u starSich samci mize rozdil ve velikosti mezi levym a pravym varletem
Cinit i vice nez 40 % (Graves 2004). U slavika modracka (Luscinia svecica) méli stars$i samci az
0 38 % vetsi varlata v porovnani s mladymi, avSak pohlavné dospélymi samci. S vys§im vékem
samcli souvisi také jejich reprodukcni uspéch, kdy pifi extraparovych kopulacich jsou
V porovnani s mlad$imi uspésnéjsi ti starsi. Rozdily v délce spermii a jejich motilité nalezeny
nebyly, starS$i samci ale méli také vétsi velikost seminal glomus (0 15 %) a kloakalniho
vycnélku (o 23 %). Vyssi reprodukéni Gispéch tak mohou stars$i samci mit diky uskladnéni
vétsiho mnozstvi ejakulatu, umoziujici jim ¢ast&jsi kopulace (Laskemoen et al. 2008).

Varlata u vétSiny ptacich druhti vykazuji velikostni asymetrii, kdy levé varle je
u dospélych jedinct zfeteln€é vetsi nez pravé, mensi varle je ale schopné produkce spermii
(Moller 1994; Calhim & Birkhead 2009). Opac¢nou asymetrii najdeme u samct kukacek rodu
Centropus, u nichz je naopak vétsi pravé varle. Levé varle mize zcela chybét nebo byt
redukovano na rudimentarni diskovity tvar viditelny pouze pod mikroskopem, jako je tomu
u kukacky ¢ernoprsé (Centropus grillii) (Frey & Goymann 2009). Funkéni vyznam asymetrie
velikosti varlat ziistdva nejasny. Podle kompenzacni hypotézy je pro ptaky kvili letu ndkladné
mit ob& varlata velka, proto je vyhodné investovat pouze do velikosti jednoho z nich.
V piipadé€ poruchy jeho funkce by pak mensi varle mohlo slouzit jako zaloha (Meller 1994;
Calhim & Birkhead 2009). U nékterych druhti vS8ak mohou mit varlata stejnou velikost, napf.
u kura domaciho ¢i vlastovky stromové (Tachycineta bicolor) (Hocking 1992; Kempenaers et
al. 2002). Navic u kukacky cernoprsé rudimentarni varle neni schopno produkce spermii,
vysledek studie je tedy v kontrastu s kompenzaéni hypotézou (Frey & Goymann 2009).
1.4.  Tubulin

Jednu z hlavnich slozek tvoficich cytoskelet buniky predstavuji mikrotubuly. Jedna
se 0 dlouha, duta vldkna o vn&j$im primeéru 25 nm, jejichz hlavnimi stavebnimi jednotkami jsou
globularni ap-tubulinové heterodimery, které spolu polymerizuji. Tyto heterodimery ptredstavuji
dva strukturné velmi podobné polypeptidy, které jsou napii¢ eukaryotickymi buiikami evolucné
konzervovany. Vladkna vznikaji skladanim af —tubulinovych heterodimerti do protofilament
a spojenim 13 protofilament vznik4 sténa mikrotubulu.

Mikrotubuly maji celou fadu funkei, udrzuji tvar a polaritu buiiky, i€astni se organizace
bunécnych organel, vnitrobunééného transportu a signalizace, stavby mitotického vieténka,
telofazniho téliska (midbody) a chrani bufiku pfed mechanickym stresem. Také zajistuji
motilitu buiiky, jelikoz jsou soucasti axonem, osnich vlaken fasinek a bi¢ikd. Cytoskeletalni

proteiny savci byly lokalizovany také v hlavi¢ce spermii, kde se podili pravdépodobné nejen na
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udrzeni jejiho tvaru, ale také na regulaci kapacitace a akrozomalni reakce, procesi
ptedchézejicich a nutnych k GspéSnému oplozeni. Tubulin byl detekovan zejména v apikalni
akrozomalni oblasti hlavicky, vtzv. perinuklearni théce, casti lokalizované mezi vnitini
akrozomalni membranou a obalem jadra, v ekvatoridlnim segmentu a postakrozomalni oblasti
hlavi¢ky (Dvorakova et al. 2005).

Doposud bylo v eukaryotickych bunikach objeveno celkem 7 ¢lent tubulinové rodiny,
kromé vySe zminéného a- a B-tubulinu se jedn4d o y-tubulin, ktery je nezbytny pro nukleaci
mikrotubulti a dale d-, €-,{- a n-tubulin, které se ucastni tvorby centriol a bazalnich télisek
(McKean et al. 2001). Mikrotubuly v buiice vytvaii vysoce organizovanou sit’ vlaken, ktera je
Vv pfipad€ potfeby schopna zmeénit své uspotadani. Tato jejich dynamickd schopnost je déna
polarni strukturou s odlisenym (+) a (-) koncem vlakna, asociaci s riznymi regula¢nimi proteiny
a posttranslacnimi modifikacemi. Regulacni proteiny jsou nezbytné ke Stépeni mikrotubuli,
¢imz dochazi ke vzniku novych (+) a (-) konci. Na (+) konci mikrotubulu jsou lokalizovany -
tubuliny, na (-) konci najdeme a-tubuliny (Nogales et al. 1999). V ramci a- a B-tubulinu mnoha
eukaryotnich organizmt byla objevena cela fada jejich izoforem kodovanych riznymi geny
(Luduena 1998). Exprese téchto izoforem je tkanove specificka, jejich pocet se mezi riznymi

druhy organizmt li$i a jejich exprese se méni také v prub&hu ontogeneze.

1.4.1. Acetylce tubulinu

Od objevu mikrotubulti v 60. letech 20. stoleti az dodnes byla popsdna celd tada
posttranslacnich modifikaci, které na a- a PB-tubulinu probihaji. Posttranslatni modifikace
zasadn€ ovliviiuji stabilitu mikrotubulli a jejich interakci s regula¢nimi proteiny. Jedna
se zejména o acetylaci, detyronizaci, polyglutamylaci a polyglycylaci (Song & Brady 2015). Ke
vSem dosud znamym modifikacim a- a B-tubulinu dochazi na jejich c-koncich, které jsou
orientovany do cytoplazmy. Vyjimkou je pouze acetylace na lysinu (Lys) 40 a-tubulinu (nékdy
oznacovan také jako K40), ktery je orientovan do lumen mikrotubularniho vlakna (Nogales et
al. 1999).

Acetylace je dnes zfejme nejstudovangjsi posttranslaéni modifikaci tubulinu. Prvni
zminku najdeme ve studii Dasgupta et al. (1983), kterd zkoumala vazebna mista pro kolchicin
a vliv acetylace lysinovych zbytkt na n€. Acetylovana tubulinova vladkna vykazovala pfi nizSich
teplotach vyssi odolnost proti depolymerizaci v porovnani s vlakny neacetylovanymi (Dasgupta
et al. 1983). Vyzkum o-tubulinu v axonemé biciku fasy Chlamydomonas reinhardtii odhalil,
ze se od ostatniho a-tubulinu pfitomného v buice lisil acetylaci e-amino skupiny lysinu. Tento
acetylovany a-tubulin byl lokalizovdn téméf vyhradné pouze v axonemé, zatimco
cytoplazmaticky o-tubulin acetylovan nebyl (L’Hernault a Rosenbaum 1983; 1985). Brzy poté
byl acetylovany a-tubulin detekovan také v bunécnych kulturach savcti, zejména v axonemach

bicikli spermii, centriolach, primarnich ftasinkach, délicim vieténku, telofaznim télisku
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a kinetochoru (Piperno et al. 1987). V axonemé spermie se podafilo signal se stejnou intenzitou
lokalizovat po celé délce bic¢iku jak u mysi, tak také u lidi (Fouquet et al. 1996; Prigent
et al. 1996).

K acetylaci dochazi pomoci enzymi acetyltransferdz (napf. TAT1/MEC17, ELP3,
ARD1-NATI1, NAT10, GCNS), které katalyzuji navazani kyseliny octové na lysinové zbytky.
Piesny mechanizmus neni ale vzhledem K orientaci Lys 40 a-tubulinu do lumen mikrotubulu
znam (Song & Brady 2015). Tubulin acetyltransferaza (TAT1) je vysoce specifickou
acetyltransferazou pro Lys 40, ktera acetyluje jak dimery, tak polymerované mikrotubuly
(Maruta et al. 1986; Shida et al. 2010). U savci a hlistic je hlavni acetyltransferazou, a zaroven
je také klicovym proteinem pro acetylaci axonemalnich mikrotubulti u bic¢ikatych organizmu
(Shida et al. 2010; Kalebic et al. 2013). Pii absenci této tubulin acetyltransferazy byl u mysi
pozorovan pokles acetylace Lys 40 a-tubulinu v riznych tkanich. Pokles byl patrny zejména
v fasinkovych bunkach vejcovodu, bi¢iku spermii a axonech neurontl, mistech s normalné
vysokou mirou acetylace. Byla pozorovana také nizsi koncentrace spermii v ejakulatu a snizeni
fertility samcii, ktera se projevila niz§im poc¢tem potomkd. Jejich spermie navic vykazovaly
zmény v morfologii a motilité. Spermie mély kratsi bi¢ik a také podil motilnich spermii
v ejakulatu byl nizs$i. Piitomnost tubulin acetyltransferazy (TATI1) byla tedy pro motilitu
spermii zasadni (Kalebic et al. 2013).

Také studie lidskych spermii odhalila mozny vliv acetylace tubulinu na jejich motilitu.
U pacientii s diagnostikovanou astenozoospermii, tzn. poruchou motility spermii exprese
acetylovaného o-tubulinu v biciku klesala smérem kjeho distalnimu konci. U muzi
s normalnimi zdravymi spermiemi byl ale signdl uniformni po celé délce biciku spermii. Také
byly detekovany zmény v expresi a-tubulinovych izoforem TUBA3C, TUBA4A a TUBAS,
jejichz vyskyt je tkanove specificky pro varlata a spermie. U astenozoospermikii byla exprese
izoforem TUBA3C a TUBAS v porovnani s expresi u muzli s normalnimi zdravymi spermiemi
snizena, naopak izoforma TUBA4A u zdravych jedinci detekovana nebyla vibec, ale
u astenoozepermiki se pieruSovany signal objevoval po celé délce biciku. Rozsah acetylace a-
tubulinu je tedy pravdépodobné fizen transkripén€ expresi ¢i uml¢enim exprese konkrétnich
izoforem, v piipad¢ astenozoospermikii zejména snizenou mirou exprese izoformy TUBA3C
(Bhagwat et al. 2014). Acetylace tubulinu tak mize byt klicovym faktorem pro motilitu spermii
a vhodnym markerem k detekci jejich kvality. Presna funkce acetylace v buiikach vsak ziistava
stale neobjasnéna. Ackoliv nékteré vyzkumy prfipisovaly acetylaci hlavné stabiliza¢ni funkci,
kdy byly acetylované mikrotubuly odolnéjsi proti depolymerizaci indukované nizkou teplotou ¢i
chemicky za pouziti nokodazolu a taxolu (Dasgupta et al. 1983; L’Hernault a Rosenbaum 1985;
Piperno et al. 1987), jiné studie tuto hypotézu nepotvrdily (Maruta et al. 1986; Kalebic et al.
2013). Vyzkum acetyltransferazy TAT1 u savcu dokonce prokazal jeji schopnost destabilizovat

mikrotubuly nezavisle na jeji acetyltransferazové aktivit¢ (Kalebic et al. 2013). Na stabilitu
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mikrotubulti ma tedy vliv nejen acetylace a interakce s TATI1, ale i dalsi, zatim neobjasnéné
funkce této acetyltransferdzy. Acetylace mikrotubuld by také mohla slouzit jako marker
K nasednuti dalSich faktord, které by mohly mit stabiliza¢ni funkci a je proto potieba dalsi
vyzkum tykajici se této problematiky.

1.5. Spermie a oxidacni stres

Spermie jsou velmi citlivé k rozmanitym vlivim vnéjsiho prostfedi, negativni vliv na n¢
mize mit napi. vysoka teplota, toxiny, patogeny ¢i infekce. Tyto faktory vyvolavaji
V organismu zvySenou miru oxida¢niho stresu. Ten mize u spermii zpusobit zmény v jejich
fenotypu, motilit€, vyvolat nevratné poskozeni DNA a zvysit tak podil abnormalnich spermii
v ejakulatu. Oxidacni stres je definovan jako porucha redoxni rovnovahy mezi oxidanty
a antioxidanty v buiice, kdy se rovnovaha vychyli ve prospéch oxidanta (Sies 1997). K tomu
muze dojit pii zvySené tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS-reactive oxygen species) Ci
snizenou antioxidaéni ochranou organismu (von Schantz et al. 1999).

ROS ptedstavuji molekuly s relativné kratkou zivotnosti, které vznikaji v aerobnich
buitkdch ptirozené jako vedlejsi produkty metabolismu. Jsou oznaCovany také jako volné
kyslikové radikaly. Jejich existence byla objevena pomérné nedavno, v roce 1954, kdy byla
navrzena hypotéza, ze predstavuji vedlejsi produkty enzymatickych reakci probihajicich
v zivych buitkdch a mohou pfispivat k bunéénému poskozeni, mutagenezi, rakovinnému bujeni
a buné¢nému starnuti (Harman 1956; Wiseman & Halliwell 1996). Reaktivni kyslikové formy
mohou také vznikat plsobenim rtznych stresovych faktord, napt. UV a ionizujiciho zafeni,
chemoterapeutiky, vysoké teploty, pesticidi, organickych rozpoustédel ¢i primyslovym
znedisténim zivotniho prostredi (Finkel & Holbrook 2000). Kromé reaktivnich forem kysliku
v organismu vnikaji také reaktivni formy dusiku (RNS-reactive nitrogen species) (Wiseman
& Halliwell 1996).

1.5.1 ROS-vznik a funkce

Reaktivni formy kysliku predstavuji skupinu kyslikatych derivati, které zahrnuji
superoxidovy radikal, hydroxylovy radikal, peroxid vodiku, singletovy kyslik a ozon (Wells
et al. 1997). Jsou velmi reaktivni a ochotné v buiice reaguji s dal§imi organickymi molekulami,
ohroZeny jsou zejména lipidy, proteiny, sacharidy a nukleové kyseliny. Mezi nejvétsi zdroje
volnych radikald v buiice patii hlavné mitochondrie, vznika v nich az 90 % z jejich celkového
mnozstvi. Dal$im zdrojem jsou membranové vazané enzymy a peroxisomy (Balaban et al.
2005; Starkov 2008). Pti bunééné respiraci se v elektronovém transportnim fetézci mitochondrii
redukuje dvouatomova molekula kysliku za vzniku dvou molekul vody. Za fyziologickych
podminek je vSak 0,2 - 2 % kysliku redukovano netplné za vzniku kyslikovych radikala (St-
Pierre et al. 2002; Starkov 2008). Pied oxidacnim stresem se bufniky chrani antioxida¢nimi

systémy, pokud ale intenzita oxidacni zatéze vzroste, miize dojit k poskozeni a apoptdze buiky
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a naslednému poskozeni tkani (Wells et al. 1997; von Schantz et al. 1999). Oxida¢ni stres je
také Casto spojovan se vznikem rlznych onemocnéni a patologickych stavii, zejména
Alzheimerovou chorobou, Parkinsonovou nemoci, roztrousenou sklerézou, diabetem mellitus,
kardiovaskularnimi a nadorovymi onemocnénimi a bunéénym starnutim (Harman 1956; Fiers
et al. 1999; Finkel & Holbrook 2000).

Ackoliv reaktivni kyslikové formy pravdépodobné nesou svlij podil na vSech
nebo alesponn nékterych ztéchto onemocnéni, jejich produkce je nezbytnd k udrzeni
homeostazy, funguji jako regulatory bunécného rastu, diferenciace, proliferace a apoptozy
bun€k a jako signalni molekuly v komunikaci mezi mitochondriemi a cytosolem (Finkel &
Holbrook 2000; Nemoto et al. 2000). Ucastni se také tzv. respiraéniho vzplanuti, obranné
imunitni reakce zprostfedkované leukocyty a makrofagy, pii které vznika kyselina chlorna
(HCIO), jeden znejsilngjsich fyziologickych oxidantli se silnymi antimikrobialnimi G¢inky
(Hampton et al. 1998).

1.5.2 ROS a poskozeni biomolekul

Jak uz bylo zminéno vyse, mezi oxidacnim stresem nejvice ohrozené komponenty patii
zejména lipidy, proteiny, sacharidy a nukleové kyseliny. Plsobenim reaktivnich kyslikovych
forem dochazi k peroxidaci lipidi nachézejicich se v plazmatickych a mitochondrialnich
membranach bunék, zménam jejich fluidity a propustnosti (Gutteridge 1995). Pti peroxidaci
lipidii také mtize vznikat malondialdehyd, jenz je toxicky a zpiisobuje poruchy funkce a zmény
Zivotnosti proteini (Pamplona 2008). Porucha funkce proteini miize vést k chybné bun&cné
signalizaci ¢i spusténi apoptozy (Davies et al. 1999). Také oxidacni poskozeni sacharidi
(napt. glukozy, fruktdzy, deoxyglukdzy) je Casto nasledovano posSkozenim proteint, jejich
hromadénim a znemoznénim jejich degradace v proteazomech a lysozomech. Bylo navic
zjisténo, ze toto hromadéni proteind souvisi s tvorbou amyloidnich plakli pfi Alzheimerové
chorobé (Rajendran et al. 2009).

Oxiadacni stres také ohrozuje nukleové kyseliny, ribonukleovou (RNA)
i deoxyribonukleovou (DNA) (Wiseman & Halliwell 1996). Typicky dochazi k modifikaci
jejich purinovych a pyrimidinovych bazi ¢i cukernych zbytki, vyjimkou ale neni i rozstépeni
celého fetézce (Tremellen 2008). RNA je k poskozeni nachylngjsi jesté o néco vice nez DNA,
jelikoZ ji tvofi pouze jedno vldkno, které neni chranéno histony a dalS§imi vy$$imi
chromatinovymi strukturami, které hraji vyznamnou roli pti jeho ochrané (Ljungman &
Hanawalt 1992). Mira poskozeni DNA zavisi také na jeji lokalizaci v buiice, kdy vyssi miie
oxida¢niho poskozeni ¢eli DNA mitochondrialni v porovnani sjadernou DNA, vzhledem

k lokalizaci elektronového transportniho fetézce v mitochondriich (Yakes & Van Houten 1997).
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1.5.3. ROS a poskozeni spermii

Volné kyslikové radikaly jsou produkovany jak spermiemi, tak leukocyty pfitomnymi
v gjakulatu (Aitken 1999). Spermie pied jejich Skodlivym ucinkem chrani rozmanité
antioxidacni mechanismy. Ty jsou v jinych bunkach soucasti cytoplazmy, ale vzhledem
k redukci cytoplazmy u spermii jsou soucasti seminalni plazmy. Jedna se napf. o superoxid
dismutazu, katalazu, glutathionperoxidazu, kyselinu mocovou, thioly a vitamin C a E (Sies
1993; Aitken 1999; von Schantz et al. 1999). Plazmaticka membrana spermii je bohata na
polynenasycené mastné kyseliny, které oxiduji snadngji v porovnani s mononenasycenymi
a nasycenymi mastnymi kyselinami (Tremellen 2008). To je spolu s faktem, Ze spermie nemaji
dostatecné opravné mechanismy ¢ini zvlast¢ citlivymi k oxida¢nimu poskozeni (Aitken &
Clarkson 1987; Alvarez et al. 1987).

Volné kyslikové radikaly konkrétné mohou poskodit cytoskelet, axonemu biciku
i mitochondrie spermii, coZ mutize vést ke snizené motilit¢ (De Lamirande & Gagnon 1992).
Mohou také zpisobit neschopnost fiize spermie s oocytem ¢i poskodit jadernou DNA vedouci
K porucham ve spermatogenezi. Spermie neschopné fuze s oocytem vykazovaly az 40x vyssi
hladiny volnych kyslikovych radikali v porovnani s normalné funkénimi spermiemi (Aitken
& Clarkson 1987). Navic bylo zjisténo, ze ejakulaty muzi s poruchou plodnosti jsou az ve 40 %
ptipadu postizeny zvySenou hladinou volnych kyslikovych radikald, coz je spolu s delecemi
na dlouhém nerekombinujicim raménku chromozomu Y mize fadit mezi hlavni pficCiny
zpusobujici neplodnost (Iwasaki & Gagnon 1992; Roberts 1998).

Snizeni po¢tu motilnich spermii v ejakulatu nastalo ve studii Boujbiha et al. (2009),
ktera k indukci oxida¢niho stresu u potkant pouzivala 2 koncentrace chloridu rtutnatého
piidavaného do vody (skupina A 4 mg/kg a skupina B 8 mg/kg) po dobu 90 dni. Nejvétsi rozdil
v motilit€¢ spermii byl patrny 7. den experimentu. Ejakulaty samcl zkontrolni skupiny
vykazovaly 66 % motilnich spermii, samct ze skupiny A 36 % a samci ze skupiny B pouze
28 % motilnich spermii. V pribéhu studie vSak u obou experimentdlnich skupin procento
motilnich spermii v ejakulatu opét stouplo, 30. den experimentu méla kontrolni skupina 73 %,
skupina A 72 % a skupina B 71 % motilnich spermii v ejakulatu. Posledni, 90. den experimentu,
byly mezi skupinami opét velké rozdily, kontrola méla v ejakulatu 74 %, skupina A 58 %
askupina B 50 % motilnich spermii. Pfed zapocetim experimentu méli vSichni samci
v ejakulatu primérné 47 % motilnich spermii. Oxidacni stres tak sice celkové u skupiny A i B
zapficinil sniZzeni poctu motilnich spermii v ejakulatu oproti kontrole, v pribéhu experimentu
vsak u nich doslo k prekvapivému nardstu motilnich spermii. Autofi studie ale zadné vysvétleni
pro nartst poctu motilnich spermii v ejakulatu potkand pfi podavani chloridu rtutnatého

Vv prubéhu experimentu nezminuji (Boujbiha et al. 2009).
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Také u ptakt, napt. u kachny divoké a sykory komadry (Parus major) byl pozorovan
vliv oxida¢niho stresu na snizenou motilitu a rychlost pohybu spermii (Helfenstein et al. 2010b;
Peters et al. 2004; Losdat et al. 2011). Byla u nich také pozorovana souvislost mezi intenzitou
karotenoidniho zbarveni zobaku ¢&i pefi a kvalitou spermii (Peters et al. 2004; Helfenstein
et al. 2010b; Losdat et al. 2011). Oxida¢ni stres muze byt u ptakd vyvolan i pfili§ velkou
velikosti sntisky, ktera nuti rodice zvysit energii vlozenou do péée o potomstvo (Alonso-Alvarez
et al. 2004b). Spermie intenzivnéji zbarvenych samcti sykory konadry mély pii pusobeni
oxidaéniho stresu vyssi rychlost (Losdat et al. 2011). Naopak spermie méné zbarvenych jedincti
vykazovaly zvySené hladiny peroxidace lipidd, ktera negativné korelovala s kvalitou spermii
a v ejakulatu méli mensi procento motilnich spermii (Helfenstein et al. 2010b). Tyto studie jsou
v souladu s redox-based PLFH hypotézou, kdy intenzivnéji zbarveni samci méli kvalitngjsi
alépe chranéné spermie pied oxida¢nim stresem (Blount et al. 2001). Hypotézu PLFH ale
naptiklad recentni metaanalyza nepotvrdila (Mautz et al. 2013). V kontrastu s ni je také studie
na zebficce pestré, v niz méli samci s intenzivnéji zbarvenym zobakem za ptisobeni oxidacniho
stresu snizenou motilitu spermii (Tomasek et al. 2017). Tento vysledek je tedy spise potvrzenim
hypotézy o trade-off investic mezi kvalitou karotenoidnich ornamentti a kvalitou spermii.

1.5.4. ROS a poSkozeni tkan€ varlat

Zvysené hladiny oxidac¢niho stresu zplsobuji posSkozeni nejen zralych spermii,
ale vyvolavaji také patologické zmény piimo ve tkani varlat. Studie oxida¢niho stresu pouZzivaji
k jeho indukci v laboratornich podminkach rtzné latky, nejéastéji xenobiotika ¢i t€zké kovy.
Ve tkani varlat mys$i zpasobil oxidaéni stres naruSeni struktury semenotvorného epitelu, byly
zde detekovany cCetné dutinky (vakuoly) a zarodecné buiiky s denznimi jadry. V porovnani
s kontrolni skupinou byl pocet semenotvornych kanalki s diferenciovanymi zarodeénymi
bunkami vyznamné snizeny. Studie métila také hladinu testosteronu, ktery je sekretovan
Leydigovymi bunkami a ktery je pro spermatogenezi nezbytny, také jeho mnozstvi bylo
u experimentalni skupiny snizené (Sajjadian et al. 2014). Oxidac¢ni stres mtize zpusobit celkové
naruseni organiza¢ni struktury semenotvorného epitelu vedouci az k absenci sprmatogeneze
v nékterych semenotvornych kanalcich (Yuan et al. 2017). U potkant bylo takto postiZzeno az
70 % jejich semenotvornych kanalki, které v lumen nemély piitomny zralé spermie (Boujbiha
et al. 2009).

Indukovat oxidaéni stres mize i hyperglykémie pii diabetu. U potkanti mély zarodeéné
buniky v jednotlivych stadiich spermatogeneze narusenou organizacni strukturu, jejich pocet byl
nizsi, stejné tak pocet Sertoliho bunck byl redukovan. V lumen kanalku byla patrna nekroza
bun€k, epitel semenotvornych kanalkd byl pterostly a zhuStény, intersticilni tkan také
vykazovala zhusténou strukturu (Dkhil et al. 2016). V intersticialni tkani se také disledkem

oxida¢niho stresu miize vyskytovat edém s bilymi krvinkami, tzv. eozinofily (EI-Rahman & El-
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Shahat et al. 2009). Star$i studie u diabetickych potkant detekovala sniZzeny pramér
semenotvornych kanalk a zvySenou tloustku jejich bazalni laminy (Guneli et al. 2008).
V kontrastu s tim je dal$i studie potkan®, u nichz byl oxida¢ni stres indukovan chloridem
rtutnatym ve 2 raznych koncentracich. Disledkem u obou skupin byl pokles tlouStky bazalni
laminy v porovnani s kontrolou (Boujbiha et al. 2009). Vyjimkou pii zvySenych hladinach
oxida¢niho stresu neni ani odchlipeni bazalni laminy od semenotvorného epitelu (EI-Rahman &
El-Shahat et al. 2009).

Také u ptakd dochazi pii zvySenych hladinach oxidacniho stresu k podobnym
pfiznaktim, studii ale neni mnoho. Napfiklad u kura domaciho zpuasobil vyskyt edému,
nekrotické tkané, masivni apoptdzu zarodeénych bunék v semenotvorném epitelu a vedl téméf
k aplnému zastaveni spermatogeneze (Liu et al. 2013). Stejné jako u mysi zptsobil oxidaéni
stres u kiepelek vyskyt ¢etnych vakuol v semenotvorném epitelu a sniZzeni poc¢tu zarodecnych
bunék (Tokumoto et al. 2013).

1.5.5. Diquat dibromid a toxicita

Diquat dibromid (1,1’-ethylen-2,2’-dipyridylium dibromid) je chemicka latka,
ktera produkuje za podminek in vivo superoxidovy radikal a tim puasobi v organismu
jako prooxidant, tzn. zvySuje oxidaéni stres. Strukturni vzorec diquatu je zobrazen na obrazku
¢. 2 (Stancliffe & Pirie 1971). Diquat patii mezi bipyridyly, je dobfe rozpustny ve vodé
a pouziva se predevsim v zemédélstvi jako neselektivni kontaktni herbicid k desikaci polnich
plodin, hubeni plevelii, ovocnych sadech, vinicich a vodnich nadrzich k odstranéni nezddouci
vegetace a fas. Je soucasti fady piipravki, napt. Dikvat - 200 SL, KeMiChem-Diquat 200 SL,
REGLONE 200 SL, REGO. Napadd nadzemni casti rostlin, kdy reaktivni formy kysliku
vznikaji pfi fotosyntéze, poskozuji bunéénou membranu rostlin a dochazi tak k opadu listi
(Alexeef 2000). Pesticidy, zahrnujici herbicidy, insekticidy a fungicidy jsou v zemédélstvi
velmi vyuzivany, jejich ro¢ni spotieba na svété presahuje vice nez 2,5 milionu tun (van der
Werf 1996). Takové mnozstvi ma samoziejmé vliv nejen na zivotni prostfedi, ale mulize

ovliviiovat i zdravi Zivoéichu.
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Diquat, (1,1"-ethylene-2,2'-dipyridylium ion).

Obrazek ¢. 2: Strukturni vzorec diquatu. Pfevzato od Stancliffe a Pirie 1971.
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Diquat prostupuje bunécné membrany hlavné difuzi a u savcl je jen minimalné
metabolizovan, znejvetsi Casti v jatrech (Alexeeff 2000). Jelikoz produkuje superoxidovy
radikal, mize vést az k cytotoxicité bun€k (Stancliffe & Pirie 1971). Nejvice ohroZzenymi jsou
zejména bunky jater, plic, ledvin a rohovky. Jaterni nekr6za po perordlnim podavani diquatu
byla pozorovdna u laboratornich potkaniti kmene Fischer, ktefi vykazovali vétsi poSkozeni
jaterni tkané v porovnani s kmenem Sprague-Dawley. Oba kmeny piitom byly vystaveny
stejnym davkam diquatu (Smith et al. 1985). Také v novéjsi studii potkani kmene Fischer
zaméfené na genovou expresi a metabolismus Zeleza vykazovali potkani vystaveni davce
diquatu zvySenou hladinu volného Zeleza v jatrech. Toto nevazané dvojmocné zelezo
predstavuje prechodny prvek, ktery mtize vést az k produkei hydroxylovych radikald a v jatrech
potkanti puisobilo hepatoxicky. Tato hepatoxicita byla stanovena podle zvySené koncentrace
alaninaminotransferazy (ALT) v krevni plazmé, ktera je spolehlivym ukazatelem poskozeni
jaternich bunék (Higuchi et al. 2011). Byl zkouman také vliv diquatu na genovou toxicitu
v kostni dieni mysi. Diquat v kostni dfeni nezptsobil pfimo chromosomalni aberace, nicméné
souvisel se zvySenym vyskytem mikrojader v ¢ervenych krvinkach. Ta pravdépodobné vznikaji
poskozenim mitotického aparatu bunky, ktery mize vést az ke ztrat€¢ celych chromozomi
(Dimitrov et al. 2006).

Vystaveni piisobeni diquatu také miize zvySovat riziko neplodnosti, spontannich potrati
a vrozenych vyvojovych vad. V in vitro studii mysi byla embrya vystavena pusobeni diquatu
podobu 96 hodin v takovych davkach, sjakymi se mohou jejich biezi matky setkat
i v pfirodnich podminkach, napf. po poziti kontaminované vody. Bylo nalezeno zvySené
procento apoptotickych bunék u embryi vystavenych diquatu (14,12 %) v porovnani s kontrolni
skupinou (10,26 %) (Greenlee et al. 2004).

1.6. Charakteristika karotenoidi

Karotenoidy jsou pfirodni pigmenty, které v pfirodé¢ najdeme u bakterii, hub, rostlin
i Zivo¢icht. Dnes je znamo jiz vice nez 700 druhti riznych karotenoidi (Fiedor & Burda 2014).
Nekteré z téchto organismi si karotenoidy dokazi vyrobit sami, jako napf. rostliny, fasy,
fotosyntetizujici bakterie i nefotosyntetizujici eubakterie. Obratlovei vSak musi tyto latky
pfijimat a metabolizovat z potravy (Brush 1990). Organismus ale mize ptijmout pouze urcité
mnozstvi, nadbytek karotenoidli je ukladan do zasobnich organt (napf. jater a svalil) nebo
vyluéovan (Brush & Power 1976; Alonso-Alvarez et al. 2004b). Zivogichové je pouzivaji jako
pigmenty pro svou ornamentaci duleZitou pfi pohlavnim vybéru, pro ochranu organismu pied
oxidaénim poskozenim, pro mezibunéénou komunikaci a pfi imunitni odpovédi (Olson &
Owens 1998; von Schantz et al. 1999; Blount et al. 2003). Jsou dulezitym prekurzorem
vitaminu A. Ten je dilezity pro proliferaci bun€k a nezbytny pro vznik rodopsinu, zrakového

pigmentu (Hennekens et al. 1986). U rostlin jsou karotenoidy syntetizovany a skladovany
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v plastidech, jsou soucasti fotosyntetickych systémi a mohou mit ochrannou funkci
(Siefermann-Harms 1987).

Chemicky jsou karotenoidy fazené mezi izoprenoidy. Jsou to linedrni, v tucich
rozpustné molekuly s velmi dlouhymi fetézci, které¢ se dale rozdéluji na karoteny a xantofyly
(Hill 2002). Karoteny jsou nepolarni uhlovodiky, jejichz molekula neni substituovana kyslikem
a mohou mit provitaminovou funkci. Patii mezi né napt. p-karoten. Xantofyly naopak kyslik
obsahuji a provitaminova aktivita u nich nalezena nebyla. Patii sem napf. lutein a zeaxantin.
Lutein a zeaxanthin jsou pro ornamentaci nejvice vyuzivané karotenoidy u péved (McGraw et
al. 2003) a byly pouzity i pro experimentalni ¢ast mé diplomové prace.

1.6.1. Karotenoidy v pohlavnim vybéru

U zivocicht, zvlaste¢ u ptakd a ryb jsou karotenoidy soucasti jasné cervenych,
oranzovych a Zzluté zbarvenych ornamentl, tvoficich sekunddrni pohlavni znaky uplatiiujici
se pii pohlavnim vybéru (Andersson 1994; Brush & Power 1976; Olson & Owens 1998; Hill
2002). U ptaki je karotenoidni zbarveni soucasti pefi, zobakti, nohou, hiebenti a koznich laloki
(Olson & Owens 2005; Hill 2002). Zejména intenzita zbarveni peti a velikost ornamentu jsou
pro samice pii vybéru partnera dilezitym kritériem (Hill 1991; Ellegren et al. 1996). Mohou
totiz slouzit jako Cestné signaly a poukazovat na kvality jejich nositeld. Depozice karotenoidt
do ornamentii je nakladnd a pouze ti nejkvalitn€jsi samci si mohou dovolit ty nejjasnéejsi
a nejbarevnéjsi ornamenty (Hill 1996; Hill 2002).

Samice hyla mexického (Haemorhous mexicanus) preferuji samce s Cervenéji
zbarvenym pefim na hrudi pied samci, jejichz pefi je zluté (Hill 1991; 1996). Roli v preferenci
hrala i velikost této hrudni skvrny, kdy samice upfednostiiovaly samce s velkou skvrnou (Hill
1991). Velikost bilé skvrny na ¢ele je také dulezitym kritériem pro samice lejska bélokrkého
(Ficedula albicollis), které na zakladé velikosti skvrny partnera dokazi ovlivnit pomér pohlavi
potomstva (Ellegren etal. 1996; Sheldon et al. 1997). Velikost skvrny je totiz u lejski mezi
samci a jejich syny dédicna. Pokud tedy samice kopuluje se samcem, jehoz skvrna je velka,
klade vajicka, ze kterych se lihne vice samcich potomki. Pokud naopak kopuluji se samcem
s malou skvrnou, lihne se vice samicek (Ellegren et al. 1996).

Pro samice zebficky pestré je kritériem kvality samce intenzita zbarveni jeho zobaku,
kdy preferovani jsou samci s Cervenéj§im zobakem v porovnani se samci, jejichz zobék je spise
oranzovy (Blount et al. 2003; Simons a Verhulst 2011). Preferenci pro vyraznéji zbarvené
samce mohou samice ziskat vyhodu dobrych genti pro své potomky, jelikoz zbarveni otcii
a synd, pripadné velikost ornamentu mohou byt dédiéné (Hill 1991; Sheldon et al. 1997; von
Schantz et al. 1999). Dalsi vyhodou vyrazngji zbarvenych samcli mize byt nizsi mira jejich
parazitace, lepsi imunitni obrana i delsi doba doziti jedince (von Schantz et al. 1999; Blount et

al. 2003; Pike et al. 2007). Péfové ornamenty u ptakt slouzi jako indikatory dostupnosti
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karotenoidid a celkového zdravotniho stavu jedince v dobé jeho piepefovani, kozni ornamenty
naopak odrazi jejich okamzité mnozstvi v potravé (Blount et al. 2003).

Rizné intenzity karotenoidniho zbarveni u jedincii stejného druhu mohou také
vypovidat o rozdilnych schopnostech jedinct vyhledavat jejich zdroje v piirodé (Olson &
Owens 1998). Nakladnost ¢erveného zbarveni samcu je navic v porovnani se zlutym vyssi,
jelikoz zdroje Cervenych karotenoidd jsou vzacnéjsi (Hill 1996). Odstin ornamentu ale zavisi
nejen na mnozstvi a druhu karotenoidu pfijimaného v potrave, ale i dalSich genetickych,
fyziologickych a metabolickych faktorech (Brush & Power 1976; Hill et al. 2002; Pérez-
Rodriguez 2009). Velké rozdily byly nalezeny také ve zbarveni zobaku mezi samci a samicemi
zebtiCek. Samci maji intenzivnéji zbarveny zobak nez samice, coz je zpisobeno vysSimi
hladinami karotenoidd v plazmé (McGraw et al. 2003.) U samci jsou sekundarni pohlavni
znaky ovlivnény je$t¢ mnozstvim produkovaného testosteronu, kdy jeho hladina u druht se
sezoénnimi svazky prudce stoupa pred obdobim rozmnozovani. Diky testosteronu je u samcii
ukladano do ornamenti vice pigmentu a tim se zlepSuje jejich celkova kvalita a intenzita
(Alonso-Alvarez et al. 2008; McGraw et al. 2006).

1.6.2. Hypotézy o funkci karotenoidii v kontextu oxidacniho stresu

Jak bylo popsano v kapitole o oxidaénim stresu, spermie jsou vysoce metabolicky
aktivni, ¢imz jSou na oxidacni poskozeni velmi nachylné (Tremellen 2008). Neékteti samci
mohou mit psobenim oxida¢niho stresu poskozené spermie s mensi motilitou nebo mohou byt
uplné neplodni. Pro samice tak mtize byt vyhodné takového samce na zakladé jeho ornamentace
rozpoznat a vybrat si jiného (Blount et al. 2001).

Dlouho byla uvazovana a diskutovana mozna role karotenoidu jako antioxidantti (Brush
& Power 1976; Hill et al. 2002). V teoretickych in vitro modelech vzhledem Kk jejich
chemickému potencidlu, dlouhym fetézcim s konjugovanymi dvojnymi vazbami, mohou
fungovat jako antioxidanty. DokaZzou zachytit energii (napf. ve formé volného kyslikového
radikalu), tuto energii absorbovat, vyzafit ji zpét ve formé tepla, a tak buiku ochranit pied
oxida¢nim poskozenim (Foote et al. 1970; Burton 1989). Tato jejich funkce je podminéna nizsi
hladinou parcialniho tlaku kysliku (Burton 1989; Edge & Truscott 1997). Vysledky potvrzujici
antioxidaéni funkce karotenoidd in vivo studii zistavaji ale smiSené. Zatimco nékolik studii
uvazujici nad antioxida¢nimi G¢inky karotenoidu tuto jejich tilohu zpochybnilo (napt. Costantini
& Mpller 2008; Olson & Owens 1998; Hartley & Kennedy 2004; Simons et al. 2012), nova
studie Tomasek et al. 2016 u zebticek antioxidacni funkci karotenoidi v organismu potvrdila.
Tento prvni in vivo dikaz se povedlo ziskat diky nové metodice méteni antioxida¢ni kapacity,
ktera mtize byt divodem, pro¢ ostatni studie dosud tento vysledek nepftinesly.

Existuje také hypotéza, ze karotenoidy mohou fungovat jako prooxidanty (Palozza
1998). Karotenoidy totiz diky dvojnym vazbam v fetézci mohou byt samy nachylné ke stépeni

(Packer et al. 1981). Pfi tomto §tépeni mohou vznikat riizné meziprodukty, napi. karotenoidni
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radikal, ktery uz nema zadné barevné vlastnosti a pro organismus je toxicky (Edge & Truscott
1997; Siems et al. 2005). K tomu by mohlo dojit napf. za stresovych podminek, pokud by
mnozstvi reaktivnich kyslikovych ¢astic v buitkdch vzrostlo a antioxida¢ni mechanismy by tyto
Castice nestihaly vychytavat. Karotenoidy by tak misto antioxida¢ni funkce mohly mit funkci
prooxida¢ni (Edge & Truscott 1997; Palozza 1998; Siems et al. 2005). Tyto meziprodukty
Stépeni mohou mit proapoptotické, ristové inhibi¢ni ¢i imunosupresivni Géinky. Aby tomuto
Skodlivému ptsobeni bylo zabranéno, musi byt tyto meziprodukty vychytavany jinymi
antioxidanty, jako jsou antioxidac¢ni enzymy ¢i vitaminy C a E (Edge & Truscott 1997; Hartley
& Kennedy 2004; Siems et al. 2005). Vitaminy C a E jakozto pravé antioxidanty $kodlivé
meziprodukty nevytvareji, proto mize byt antioxidacni funkce karotenoidii zpochybnitelna
(Hartley & Kennedy 2004). Byla proto navrzena hypotéza, ze samotné karotenoidy neslouZi
jako antioxidanty, ale indikuji pfitomnost jinych nebarevnych antioxidantli (Hartley & Kennedy
2004). S jinymi organismem syntetizovanymi ¢i z potravy ziskanymi antioxidanty by také
karotenoidy mohly spolupracovat (Sies 1993; von Schantz et al. 1999; Liu et al. 2004).
Intenzivni karotenoidni ornament by tak na zakladé této hypotézy vykazovali pouze jedinci
s nizkou oxida¢ni zatézi a dostatkem jinych antioxidanti (Hartley & Kennedy 2004).

Pti dlouhodobém ptisobeni oxida¢niho stresu mohou navic vysoké davky karotenoidii
a jejich vznikajicich toxickych produkti znamenat fyziologicky handicap (Hartley & Kennedy
2004). Tim se zabyva tzv. carotenoid maintenance hypotéza. Ta predpoklada, ze karotenoidy
Vv ornamentaci slouzi jako Cestny signal, ktery je udrzovan rovnovahou mezi pozitivni funkci
karotenoidd a Skodlivymi ucinky jejich produkt. Karotenoidy tak zdravé a kvalitni jedince
nijak neohrozuji, naopak pro nemocné nebo jinak stresované jedince mohou jejich vyssi hladiny
predstavovat hrozbu (Vinkler & Albrecht 2010). Nemocny jedinec by tak piijem karotenoidl
s jejich moznymi prooxida¢nimi G¢inky mél rad€ji minimalizovat. Otazkou, na kterou snad
budouci vyzkum nalezne odpovéd’ tedy zlstava, zda karotenoidy v kontextu v ivodu zminéné
redox-based PLFH hypotézy a udrzovani homeostazy organismu maji prospésné antioxidaéni
ucinky, Skodlivé prooxidaéni ucinky diky jejich meziproduktim nebo jsou neutrdlni a na
redoxni homeostazu nemaji zadny vliv.
1.7.  Modelovy druh

Zebticka pestra (Taeniopygia guttata) je maly, 12 az 15 g vazici ptak z fadu pévci
(Passeriformes), nejpocetnéjsi a nejrozsifenéjsi druh z Celedi astrildovitych (Estrildinae).
RozliSujeme dva poddruhy zebficky lisici se zejména vahou, délkou kiidel a délkou zobaku
(Clayton et al. 1991). Mensi Taeniopygia guttata guttata z vychodni oblasti Indonésie byla
dovezena do Evropy jiz pocatkem 19.stoleti vypravou Nicolase Baudina. Védecky popsani byli
ptaci z této vypravy ale roku 1817 taxonomem Louis Jean Pierre Vieillotem jako Fringilla
guttata. Vétsi poddruh Taeniopygia guttata castanotis obyvajici kontinentalni Australii byl

popsan pozdéji, roku 1837 ornitologem Johnem Gouldem jako Amadina castanotis, ktery
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obdrzel exemplai z oblasti Nového Jizniho Walesu. Zebticky v Australii najdeme az na 75 %
uzemi, typickym habitatem jsou oteviené biotopy aridnich a semiaridnich oblasti s velkymi
teplotnimi vykyvy, v obdobi destd bohaté na travni porosty. Tyto porosty predstavuji pro
vyluéné granivorni zebficky vyznamny zdroj potravy, proto obdobi destd také souvisi
se zahdjenim jejich hnizdni sezony. V Indonésii zebticky obyvaji také ryzova pole a druhotné
oblasti s fid$imi lesnimi porosty (Zann 1996).

Australsky poddruh zebiicky je vyznamnym modelovym druhem obratlovce
vyuzivaného pro behavioralni, fyziologické a neurologické studie. Ma vyznamnou roli
ve studiich zabyvajicich se pohlavnim vybérem, spermatogenezi a kompetici spermii (Griffith et
al. 2010). K jejich castému vyuziti ve védé také prispiva to, ze maji kompletné osekvenovan
jejich genom. Do obliby v Evropé piisel poddruh poc¢atkem 70. let 19. stoleti zejména diky jeho
nizké prodejni cen¢ a rychlému a snadnému odchovu v zajeti diky nenarocnosti na prostor
a potravu. V zajeti se tento poddruh zebficky chova jiz kolem 150 let. Bylo z n& odvozeno
mnoho linii, které jsou oznaCovany za domestikované. Existuje ale také ,,divoka“, recentné
domestikovana linie odvozena od divokych zebficek, ktera je v zajeti chovana pouze nékolik
malo generaci, tzv. ,,recently wild-derived”. Ve své diplomové praci se zabyvam obéma témito
liniemi, domestikovanou 1 ,,divokou*.

U zebticek je typicky pohlavni dimorfismus ve velikosti, vaze a zbarveni pefi a zobdku.
Samice jsou t&€z8i, samci maji delsi zobaky a kiidla. Také jsou vyraznéji zbarveni nez samice,
maji Cervenéjsi zobaky, oranzové skvrny na tvafich, horizontalni ¢ernobilé pruhy v oblasti
hrudi, ¢erné skvrny na prsou a hnédé skvrny na ktidlech. Typicky fenotyp samce je zobrazen na
obrazku €. 3. Zebticky jsou socidlni kolonidlni ptaci, v dobé hnizdéni tvoii hejna az o velikosti
50 part. Ackoliv jsou socialné monogamni, v pfirodnich populacich dochazi k vysoké mortalité,
atak tvorbé novych pard (Zann 1996). Také mize dochazet k extraparovym kopulacim
a extraparovym paternitam (Birkhead et al. 1990). Obecné tento jev u socialné monogamnich
druhit vyznamné ovliviiuje reprodukéni uspéch mezi samci vramci populace, nicméné
u divokych populaci zebticek dochazi k extraparovym kopulacim spise vzacné (Whittingham
& Dunn 2005). Studie 82 potomki pochazejicich z celkem 25 sntiSek nasla pouze 2 mlad’ata
S extraparovou paternitou, tj. 2,4 % mlad’at (Birkhead et al. 1990). Také nové&jsi studie 299
mlad’at pochazejicich z 80 sntisek objevila pouze 5 mlad’at s extraparovou paternitou, tj. pouze
1,7 % mladat (Griffith et al. 2010). Naopak u domestikovanych populaci mize k extraparovym
kopulacim dochézet Castéji. Studie 71 mlad’at z 18 snlsek nalezla 4 mlad’ata s extraparovou
paternitou, tj. 5,6 % mlad’at a dalsi studie 278 potomkl pochazejicich z celkem 126 snidsek
nasla 74 mlad’at s extraparovou paternitou, tj. 28 % (Birkhead et al. 1989; Burley et al. 1996).

Tak vyrazny rozdil v mife extraparovych paternit mezi domestikovanymi a divokymi
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populacemi zebficek muze byt zplsoben socialnimi ¢i environmentalnimi faktory nebo
samotnou domestikaci trvajici uz vice nez 100 generaci (Griffith et al. 2010).

U zebricek také muze dochdzet k wvnitrodruhovému hnizdnimu parazitismu. Pri
vyzkumu 92 mladd’at pochézejicich zcelkem 25 sntsek 10 mladat v9 sniskach bylo
parazitickych, tj. 10,9 % vSech mlad’at a parazitovano bylo 36 % sntSek. Vnitrodruhovy
parazitismus muze byt prostiedkem obrany proti predaci celé sntsky, ale je velmi tézké jej
studovat, protoze je malokdy pfimo pozorovan (Birkhead et al. 1990). Divoké populace
zebti¢ek se rozmnozuji v pribéhu celého roku v zavislosti na mnozstvi srazek a dostupnosti
potravy. Typicka velikost snlsky ¢ita 5 vajicek, mensi sntisky jsou obvyklé ke konci hnizdni
sezony. Sniisku inkubuji ob€ pohlavi v rozmezi 11-15 dni a primérmy vek rodict v dobé prvni
snisky je 95 dni u samcti a 92 dni u samic. Rodice se o mlad’ata v hnizd¢ staraji a krmi je do
véku 17-18 dni. Poté mladata hnizdo opousti, osamostatiiuji se, ale jsou dalsi 2 tydny jeste

prikrmovana rodici. V zajeti tak mohou ispésné pary zahnizdit i pétkrat za rok (Zann 1996).

Obrazek ¢. 3: Samec zebficky pestré.
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2. Cile prace

Cilem této prace je zjistit, jaky vliv ma oxidacni stres a karotenoidy na spermatogenezi

u zebticek pestrych.

Dil¢imi otazkami jsou:

1) Ma oxidacni stres, karotenoidy a jejich interakce vliv na spermatogenezi

u domestikovanych a divokych populaci mnou testovanych samcti zebtic¢ek pestrych?

2) Existuje vztah mezi histologickymi parametry (morfometrickd analyza varlat) a podilem

abnormalnich spermii v ejakulatu?

3) Ovlivnuje oxidac¢ni stres, karotenoidy a jejich interakce intenzitu signalu acetylovaného

a- tubulinu a souvisi tato intenzita s rychlosti pohybu spermii?

4) Ovlivnuji karotenoidy pozitivné spermatogenezi a je relevantni antioxidacni,

prooxidac¢ni ¢i neutrdlni hypotéza?
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3. Metodika

3.1. Modelovy druh a chov

Experiment probihal ve dvou letech na samcich zebticky pestré. Samci byli stafi 1 az
1,5 roku a byli chovéani ve vnitinich chovech Ustavu biologie obratloveti AV CR, detasované
pracovisté¢ Studenec. Experiment probihal od ¢ervence do srpna roku 2011 na zebfickach
chovanych jiZz po mnoho generaci v zajeti-domestikovanych (,,domesticated”). Poté byl
experiment zopakovan na populaci blizké divokym zebfickdm (,recently wild-derived®),
ktery trval od €ervence do srpna roku 2012.

Samci byli chovani individualné v klecich o rozmérech 60x40x40 cm a krmeni semeny
prosa, sépiovou kosti, skotfapkovou drti a vodou. 4 tydny pied zatatkem experimentu byla
semena prosa nahrazena loupanymi semeny prosa, které bylo béhem experimentu pouzito
Kk nizké suplementaci karotenoidy. Béhem dubna a kvétna navic doSlo k navozeni hnizdnich
podminek zménou fotoperiody z 10 : 14 hodin (den : noc) na 14 : 10 hodin (den : noc)
aumisténim 8 samic v samostatnych klecich do tésné blizkosti samcl, umoznujicich jim
vzajemny vizualni i hlasovy kontakt.

3.2. Experimentalni design

Béhem experimentu byl v obou letech sledovan vliv oxidac¢niho stresu a karotenoidl
na morfologii a motilitu spermii a podil abnormalnich spermii v ejakulatu. Na vzorcich z roku
2011 byly navic sledovany zmény v detekci acetylovaného o -tubulinu spermii a provedena
histologie varlat zebfi¢ek. Samci byli ndhodné rozdéleni do 4 skupin. V roce 2011 bylo pouzito
60 samcl (N=4x15), vroce 2012 bylo pouzito 80 samct (N=4x20). Po dobu experimentu
(10 tydni) byla ovliviiovana hladina oxida¢niho stresu a davka pfijimanych karotenoidu
v 2x2 faktoridlnim designu. Kazdd skupina (treatment) dostivala jednu ze Ctyf nasledujicich
kombinaci: 1. nizka hladina oxidac¢niho stresu i karotenoidu (=kontrola, ROS-, CAR-), 2. nizka
hladina oxidac¢niho stresu + vysokd davka karotenoidi (ROS-, CAR+), 3. vysoka hladina
oxida¢niho stresu + nizka davka karotenoidi (ROS+, CAR-), 4. vysoka hladina oxida¢niho
stresu + vysoka davka karotenoidi (ROS+, CAR+).

Hladina oxida¢niho stresu byla u treatmentu ROS+ zvySovana poddnim diquat
dibromidu (Reglone 200 g/1, Syngenta, UK), latkou zvySujici hladinu volnych kyslikovych
radikald in vivo. Pro navozeni podminek oxida¢ni zatéze byl diquat zebfickdm podavan
rozpustény v pitné vodé v subletalni davce 25 mg/l, kterd neméla zadné dlouhodobé vedlejsi
ucinky na kondici ptaka (Tomasek et al. 2016). Skupina ROS- dostavala pouze pitnou vodu.
Vysoka davka karotenoidi u skupiny CAR+ byla piijimana s potravou. 200 mg luteinu
a zeaxanthinu (1 ml FloraGLO Lutein 20 % SAF, Kemin/DSM, France) a 1 ml svétlicového
oleje (Jules Brochenin, France) bylo pfimichano k1 kg semen loupaného prosa (pro

zjednodusSeni a leps§i prehlednost dale uvadim v ¢asti Vysledky a Diskuze pouze lutein). Tato
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koncentrace karotenoidl se blizi maximalnimu mnozstvi, které jsou zebiicky jesté schopny
asimilovat (Alonso-Alvarez et al. 2004a), byla proto zvolena jako vhodna k ovéfeni hypotézy
0 mozném pro-oxidacnim uc€inku karotenoidu. Ptaci jsou schopni asimilovat 100 az 200 mg/g
karotenoidii z potravy a pévci ve volné pifirodé beézné pfijimaji v potravé pies 100 mg/g
karotenoida (Hill et al. 2002), proto zvolené experimentalni davce mohou byt vystaveni
i v pfirodé¢ volné zijici ptaci. Skupina CAR- dostavala 1 kg semen loupaného prosa smichaného
s 2 ml svétlicového oleje a 10 mg o-tocopherolu (Sigma-Aldrich). Obé piipravené
karotenoidové diety byly do doby pouziti zmrazeny na -80 °C, aby se zabranilo degradaci
karotenoidd. Vzorky ejakuldtu byly odebrany pted zacatkem a na konci experimentu, varlata
byla vyjmuta po konci experimentu. VSechna experimentalni méfeni byla provedena naslepo,
tzn. znamy byly pouze identifikacni ¢isla samcii bez znalosti skupiny, do které samec patfil.

Vzhledem knacasovani experimentu jiz do léta roku 2011 a mému nastupu
do bakalafského studia na Pfirodovédeckou fakultu od fijna 2011 jsem se do experimentu
zapojila az beéhem roku 2015. Mym ukolem bylo na vzorcich z roku 2012 zopakovat méfeni
morfometrie spermii, analyzovat nahravky motility spermii a podil abnormalnich spermii
v ejakulatu, ktera byla provedena v roce 2011. Soucasn¢ jsem na vzorcich zroku 2011 méla
dodélat analyzu acetylace o-tubulinu a morfometrickou analyzu varlat. Vzhledem k nutné
presnosti méfeni morfometrie spermii jsem na vzorku 20 samcti testovala opakovatelnost mého
meéteni v porovnani s daty namétenymi v roce 2011 Mgr. Pavlinou Opatovou, Ph.D. Celkova
opakovatelnost mého méteni byla 100 % (opakovatelnost méfeni hlavicky 95 %, opakovatelnost
meéfeni stfedni a hlavni ¢asti bi¢iku 100 %, celkem bylo analyzovano 20 spermii od jednoho
samce).
3.3.  Odbér vzorki a méfeni motility spermii

Vzorky ejakulatu (pfiblizné 0,5 — 3 ul) byly odebrany neinvazivni metodou jemné
kloakalni masaze (Wolfson 1952) pomoci sklenéné mikrokapilary o objemu 5 pl a ihned
rozpustény v 60 ul média DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Invitrogen, USA).
Priblizn¢€ 3 ul natfedéného vzorku bylo ihned pouzito k analyze motility spermii, zbytek vzorku
na analyzu morfometrie spermii, podilu abnormalnich spermii v ejakulatu a acetylaci a-tubulinu
byl uchovan v 1,5 ml Eppendorf zkumavkach s 200 ul 10 % roztoku formalinu. Na analyzu
motility spermii byl ejakulat ihned po nafedéni umistén na piedehiata Leja podlozni sklicka
(Leja, The Netherlands) na vyhfevnou desku a motilita spermii byla nataena svételnym
mikroskopem (Olympus CX41) s fazovym kontrastem a digitalni kamerou (digital UI-1540-C,
Imaging Development Systems, Germany).

Nataceni motility spermii probihalo za konstantni teploty 40 °C a zvétSeni 100x.
Nahravani bylo nastaveno na kvalitu 50 Hz a pocet snimka 25, spermie tak byly nataceny

0,5 vtetfiny. Nahravky byly pozdé&ji analyzovany pomoci programu CASA, software CEROS
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(computer-assisted sperm analysis system, Hamilton Thorne, USA). U kazdého samce byly
méfeny 3 hodnoty o rychlosti pohybu spermii: VCL (,velocity curvilinear”, [pm.s?]),
vyjadiujici rychlost na celkové trajektorii slozené ze vSech bodl, kterymi se spermie
pohybovala, VSL (,,velocity straight-line®, [um.s?]), kterd vyjadfuje rychlost spoc¢itanou na
ptimé trajektorii od pocatecniho do nejvzdalenéjsiho bodu, do kterého se spermie v daném
Casovém Useku dostala a VAP (,velocity average path®, [um.s™]), vyjadfujici rychlost po
upravené a mirné vyrovnané trajektorii. Udaje byly méfeny pro 50 spermii u kazdého samce.
Pro naslednou analyzu dat byla vzhledem k vysoké vzajemné korelaci pouzita pouze hodnota
VCL, ktera motilitu spermii bez ptitomnosti vaji¢ka vystihuje nejlépe (Kleven et al. 2009).

3.4. Morfometrie spermii

Z ejakulatu uchovaného v 1,5 ml Eppendorf zkumavkach s 10 % roztokem formalinu
byly dale pfipraveny mikroskopické preparaty na analyzu morfometrie a abnormalit spermii. 7
pl roztoku formalinu se spermiemi bylo resuspendovano a pipetou naneseno na podlozni
sklicko, rozetfeno a sklicka byla ponechana k zaschnuti. Poté byla oplachnuta destilovanou
vodou, ¢imz doSlo k odstranéni krystalki formalinu a lepsi viditelnosti spermii. Sklicka byla
poté fotografovana na svetelném mikroskopu (Olympus BX51) s digitalni kamerou (DP72,
OLYMPUS) pfi zvétSeni 200x. Pro kazdého jedince bylo nafoceno a analyzovéano
15 morfologicky intaktnich spermii, métena byla délka hlavicky, stfedni a hlavni ¢asti biciku.
Ukézka méfeni morfometrie spermie je zobrazena na obrazku ¢. 4. Celkova délka spermii (TSL,
total sperm length) pak byla spocitana souétem téchto tii komponent. Morfometrie spermii byla

méfena pomoci programu ImageJ 1.51i.

Obrazek ¢. 4: Ukazka méfeni 3 komponent spermii: (smér zprava doleva): hlavicka, stfedni ¢ast bic¢iku s

mitochondrialni pochvou a hlavni ¢ast bi¢iku v programu ImageJ 1.51i.
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3.5. Analyza abnormalit spermii

Pro kazdého jedince bylo za pouziti svételného mikroskopu (Olympus BXS51) pfi
zvétseni 400x hodnoceno 100 ndhodné vybranych spermii. Jako abnormalni byly hodnoceny
spermie morfologicky odlisné od spermii s normalnim spiralovitym tvarem hlavicky, s riznymi

deformitami, s poSkozenou stfedni ¢asti ¢i abnormalni morfologii hlavni ¢asti bi¢iku. Piiklady

abnormalit jsou zobrazeny na obrazku ¢. 5.

Obrazek ¢. 5: Ptiklady abnormalit spermii: A) spermie bez hlavi¢ky, B) spermie s malou kulatou
hlavickou C) spermie s velkou hlavickou, D) spermie s abnormalnim akrozomem, E) spermie s oto¢enou
hlavickou, F) spermie s cytoplazmatickou kapkou (,.cytoplasmic droplet) na hlavicce, G) spermie
s abnormalné dlouhou mitochondridlni pochvou podél celého big¢iku, H) spermie s pierusenou

mitochondrialni pochvou, CH) spermie s dvojitou hlavni ¢asti bi¢iku.
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3.6.  Analyza acetylace a-tubulinu

Na ejakulatu uchovaném v 1,5 ml Eppendorf zkumavkach s 10 % roztokem formalinu
byla dale testovana intenzita signalu acetylovaného a-tubulinu. Vzorky byly kvili dikladnému
promyti od formalinu celkem 3 dny promyvany roztokem PBS (phosphate buffered saline,
fosfatovy pufr spH 7,4). Zkumavky byly nejprve 5 minut centrifugovany (MiniSpin,
Eppendorf) pii 2500 otackach (2,5 rpm). Supernatant formalinu byl opatrné odsat pipetou
a k pelet¢ spermii bylo pfidano 150 pl PBS. Tento postup byl 3x zopakovan. Ttreti den byly
vzorky centrifugovany, supernatant odsat a K peleté spermii bylo ptidano 100 pul 0,1 % Tritonu
X-100 (Sigma-Aldrich) vPBS na 15 minut. Jednd se o neiontovy detergent, ktery
permeabilizuje plazmatické membrany bunék. Zkumavky byly poté opét centrifugovany,
supernatant odsat a K peleté spermii pf¥idano 300 ul PBS na promyti od Tritonu. Vzorky byly
centrifugovany, supernatant odsat a k peleté pfidano 100 ul 5 % roztoku BSA (Bovine serum
albumin, Sigma-Aldrich) fedéného v PBS. Pro detekci uréitého proteinu pomoci specifické
protilatky je nutné nejprve plazmatickou membranu tzv. zablokovat, jelikoz ma schopnost
nespecificky vazat vSechny proteiny. BSA slouzi pravé jako bloka¢ni Cinidlo proteinovych
vazebnych mist. Po 60 minutach byly vzorky centrifugovany, supernatant odsat a K peleté
ptidano 100 ul primarni protilatky proti acetylovanému o-tubulinu (koncentrace 1:200 v PBS,
Mouse 1gG, Sigma-Aldrich).

Vzorky byly takto barveny pfes noc, druhy den centrifugovany, supernatant odsat
apeleta 2x promyta 200 pl PBS. Po odsati PBS byla k pelet¢ spermii ptiddna sekundarni
protilatka (koncentrace 1:300 v PBS, Goat anti-Mouse 1gG, Alexa Fluor 488, Invitrogen). Po 60
minutach barveni byly vzorky centrifugovany, supernatant odsat, ptidano 200 ul PBS a peleta
opatrné resuspendovana pipetou. Vzorky byly poté centrifugovany, supernatant odsat a k peleté
ptidano 50 pl barviva DAPI (koncentrace 1:1000 v PBS, Thermo-Scientific) k obarveni jader
spermii. Po 10 minutach barveni bylo do zkumavek ptidano 200 pl PBS, vzorky centrifugovany,
supernatant odsat. K peleté bylo kvuli dikladnému promyti jest¢ jednou pridano 200 ul PBS,
vzorky centrifugovany a vétSina supernatantu odsata. Zhruba 20 pl bylo ve zkumavkach
ponechano, peleta resuspendovana a kazdy vzorek byl odsat do jedné zjamek specialni
96 jamkové desticky (96 well glass bottom plate, Cellvis). Desticka byla poté umisténa
pod ImageXpress Micro XLS mikroskop (Molecular Devices) a kazda z jamek byla samostatné
nafocena pii zvétSeni 200x. Z kazdé jamky byly foceny 4x4 body ve ¢tvercovém rozmisténi,
celkem tedy bylo potizeno 16 fotografii zjedné jamky. Fotografie byly poté hodnoceny
v programu ImageJ 1.51i. Pro kazdého samce bylo hodnoceno 200 ndhodn¢ vybranych spermii.
Hodnotila se intenzita znaceni acetylovaného a-tubulinu ve stiedni a hlavni ¢asti biciku spermii.
Signal byl hodnocen €. 1 jako slaby, ¢. 2 jako stfedni a ¢islem 3 jako silny. Ve stfedni a hlavni

¢asti biciku spermii byl jeste rozliSovan signal jako rovnomérny, pokud byl viditelny podél celé
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jejich délky, anebo jako preruSovany (v tzv. clusterech), pokud stfedni a hlavni ¢ast bic¢iku
nebyly po celé délce rovnomérne€ znaceny. U hlavicky spermii bylo rozliSovano, zda mély ¢i
nemély znaceny akrozom. Ukazka spermii s riznou intenzitou signalu acetylovaného a-tubulinu

je zobrazena na obrazku ¢. 6.

Obrazek ¢. 6: Fluorescencné znacené spermie. Modfe znacené jadro hlavicky (DAPI), zelené acetylovany
a-tubulin. Vlevo: spermie s rovnomérné znacenym bicikem s nejniz§i intenzitou signalu bez znaceného
akrozomu. Uprostfed: spermie s rovnomérné zna¢enym bicikem s nejvyssi intenzitou signalu a znacenym
akrozomem. Vpravo: spermie s pteruSované znafenym bic¢ikem (signal v ,clusterech®) se stfedni

intenzitou signalu a zna¢enym akrozomem.

3.7.  Priprava histologickych preparati a morfometricka analyza

Po skonceni experimentu byli samci zebfi¢ek usmrceni a pii pitvé jim byla odebrana
varlata. Pro morfometrickou analyzu bylo od kazdého samce pouzito vzdy vétsi z varlat. Varlata
byla fixovana a skladovana v roztoku 10 % formalinu v 1,5 ml Eppendorf zkumavkach. Poté
byla pifendana do 12 ml Eppendorf zkumavek a promyvana v 8 ml PBS (pH 7,4). Zkumavky
byly umistény na kyvadlovou tfepacku v chladové mistnosti s teplotou 4 °C a vzdy po 1 hodiné
bylo PBS vyménéno za nové, celkem byla varlata promyvana 6x. Nasledné byla varlata
umisténa do 8 ml 25 % etanolu, kde byla ponechana ptes noc. Druhy den rano byla varlata
umisténa do 8 ml 50 % etanolu, ponechdna pfes noc a tfeti den umisténa do 8 ml 70 % etanolu,
ve kterém byla opét ponechana pres noc. Ctvrty den byla varlata ptendana do histologickych
kazet, které¢ nadale plavaly v kddince se 70 % etanolem a odneseny do servisni histologické
laboratore Ustavu molekularni genetiky AV CR. Zde je servisni pracovnik umistil
do odvodnovaciho procesoru (Leica ASP200S), které probiha ptes noc. Paty den rano byly
vzorky pfipraveny na zalévani do parafinu (Histovax). Na kazdy vzorek byla postupné
pfipravena samostatna kovova vanicka. Na dno kazdé vanicky byla nalita tenka vrstva parafinu,
varlata pomoci nahfivané pinzety vyndana z histologickych kazet a opatrné umisténa na

tuhnouci parafinovou vrstvu. Poté byly vanicky zcela naplnény parafinem, aby byla varlata
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zcela zalita. Vani¢ky byly 1,5 hodiny ponechany na chlazené plose k zatuhnuti. Poté byly
parafinové blocky z kovovych vani¢ek vyjmuty a blo¢ky do dalsiho zpracovani skladovany
v lednici.

Parafinové blocky byly dale nafezany na mikrotomu (Leica RM2255) na fezy o tloust’ce
7 um. Rezy byly na 15 minut umistény do vodni 1azné vyhiivané na 39 °C (Dixell WB1) a poté
preneseny na adhezni podlozni sklicka (Menzel Gliser, SuperFrost Plus, Thermo Scientific).
Sklicka byla dale 1 hodinu ponechana na vyhiivané desce k uschnuti (Purpath DR0O01) pii 42
°C. Pro naslednou histologickou analyzu musely byt fezy odparafinovany pomoci roztoku
Diasolv (Dia-Path) po dobu 3x5 minut a zavodnény sestupnou etanolovou fadou (100 %, 90 %,
70 % etanol, kazdy po dobu 5 minut). Na zavér byly fezy 10 minut ponechany v destilované
vode.

Nasledné byly fezy barveny pomoci roztoku Mayeriv Haematoxilin (Dia-Path) po dobu
40 vtefin pro obarveni buné¢nych jader. Poté byly fezy 5 minut promyvany destilovanou vodou
a po dobu 5 vtefin barveny 0,5 % Eosinem Goy (Dia-Path). Dale byly fezy opét promyty
destilovanou vodou a proplachnuty vzestupnou etanolovou fadou (70 %, 80 %, 90 %, 96 %
etanol), ¢imz doslo k odvodnéni fezl. Poté byly fezy ponechany 5 minut ve 100 % etanolu
a po dobu 2x3 minuty projasnény roztokem Diasolvu. Nasledovalo zaliti do montovaciho média
(Vectashield mounting medium, Vector) a zakryti krycim sklickem. Sklicka byla poté focena
svételnym mikroskopem (Olympus CKX 41) s digitalni kamerou (Promicam 3-3CC, Promicra)
pii zvétSeni 200x. Morfometrické analyza testikularni tkdné byla hodnocena pomoci programu
Quick photo micro 3.1 (Promicra). Bylo hodnoceno celkem 50 semenotvornych kanalkil
od kazdého samce. Byl méfen nejmensi prumér semenotvorného kanalku a $itka jeho lumen.
Odectenim hodnoty lumen od priméru semenotvorného kanalku byla ziskdna hodnota o vySce

semenotvorného epitelu. Ukazka méfeni semenotvorného kanalku je zobrazena na obrazku €. 7.

Obrazek ¢. 7: Morfometricka analyza-ukazka méfeni priméru semenotvorného kanalku (méfitko vpravo)

a 8ifky jeho lumen (métitko vlevo) v programu Quick photo micro 3.1.
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3.8.  Statistické metody
Datovy soubor je rozdélen na 2 roky: 2011 a 2012. Rok 2011 obsahuje data

0 morfometrii a abnormalitach spermii (8 funkcnich vlastnosti, pro kazdy naméfeny hodnoty
ptred experimentem), morfometrickou analyzu varlat (2 funkéni vlastnosti) a intenzitu signalu
acetylovaného o-tubulinu (3 funkéni vlastnosti), pro kazdy naméfeny hodnoty
pted experimentem). Rok 2012 obsahuje pouze morfometrii a abnormality spermii (8 funk¢nich
vlastnosti, pro kazdy naméfeny hodnoty pied experimentem). Korelace mezi funkénimi
vlastnostmi pro rok 2011 byla provedena na 23 jedincich, protoze pouze na tomto mnozstvi byla
naméiena data pro vSechny funk¢ni vlastnosti. Korelace mezi funkénimi vlastnostmi pro rok
2012 byla provedena na 55 jedincich. Korela¢ni matice byly vytvoieny pomoci Corrplot balicku
(Wei & Simko 2016) v programu R (verze 3.4.1). Z dalsich analyz byly vyfazeny proménné
VAP (velocity average path) a VSL (velocity straight line), protoze byly vyrazné korelovany
s proménnou VCL (velocity curvilinear) (r=0.99, r=0.97). U acetylovaného a-tubulinu byly
puvodné naméfeny 3 intenzity signalu, ale protoZe nejvyssi intenzita signalu (signal ¢. 3) byla
naméfena na velmi malém poctu spermii, a tedy neméla normalni rozdéleni, bylo nutné ji
sloucit se signdlem stiednim (signal ¢. 2). Soucet Signalu 1 asignalu 2 je vzhledem
k metodologii sbéru dat vzdy roven 200, proto je ve statistickych analyzach pocitano pouze
se signalem 1. Totéz plati pro rovnomérny signal acetylovaného o- tubulinu biciku
a preruSovany signal acetylovaného o- tubulinu biciku (,clustery*). Vsechny testy krome
morfometrické analyzy varlat byly provedeny pomoci linearnich modeld.

V ptipadé testovani vlivu oSetfeni na naméfené funkéni vlastnosti byly jako zavisla proménna
pouzity naméfené funkéni vlastnosti a jako nezavisla proménna typ oSetfeni. Typ oSetfeni byl
v tomto ptipadé kédovan Cisly 0 a 1, kde 0 znamend nepfitomnost oSetieni diquatem nebo
luteinem, 1 znamena oSetfeni diquatem nebo Iuteinem. Pfi testovani zavislosti vyskytu
abnormalit spermii na morfometrii varlat byla pouzita jako zavisla proménnd podil
abnormalnich spermii a nezdvisla proménna vyska semenotvorného epitelu, prameér
semenotvornych kanalka a jejich interakce. V pfipadé testovani vlivu signalu na VCL (velocity
curvilinear) spermii byla jako zavisla proménna pouzit signal a jako nezavisla proménna VCL.
Vsechny proménné mély normalni rozdéleni kromé& Rovnomérny ac-a-tu signal (spermie
vykazujici rovnomérny signal acetylovaného o-tubulinu podél bic¢iku po probéhnuti
expermientu), ktery byl logaritmovan. U vSech testi byly pouzity hodnoty naméfené pied
experimentem jako kovariata.

Ptiklad modelu:

Im (zavisla proménna ~hodnoty naméfené pred experimentem-+diquat+lutein+diquat:lutein)

Morfometrie varlat byla testovana pomoci hierarchické anovy, kde ID samce bylo pouzito jako error.
Jako test mnohonasobného porovnavani byl pouzit Dunnett test.
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4. Vysledky

4.1. Populace domestikovanych zebiicek (rok 2011)

Experiment v roce 2011 probihal na celkem 60 samcich zebficek pestrych, chovanych
jiz po mnoho generaci v zajeti-domestikovanych (,,domesticated). Samci byli rozdéleni do 4
skupin (n=4x15), pficemz kazda skupina (treatment) dostavala jednu ze Ctyf nasledujicich
kombinaci: 1. nizka hladina oxida¢niho stresu + nizka hladina karotenoidi (=kontrola, ROS-,
CAR-), 2. nizka hladina oxida¢niho stresu + vysoka davka karotenoidi (ROS-, CAR+), 3.
vysokd hladina oxida¢niho stresu + nizkd davka karotenoidi (ROS+, CAR-), 4. vysoka hladina
oxida¢niho stresu + vysoka davka karotenoidd (ROS+, CAR+). Ve vSech analyzich odpovida
vliv diquatu hladin€ oxidac¢niho stresu a vliv luteinu davce karotenoidd. Pocty jedincd, pro které
bylo mozné analyzovat data, jejich primérné hodnoty a smérodatna odchylka vSech
proménnych namétenych pted a po probéhnuti experimentu jsou v priloze (ptiloha ¢. 1 a 2).
Korelace mezi v§emi funk¢nimi vlastnostmi méfenymi pro rok 2011 jsou v piiloze (pfiloha ¢. 3

ad).
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4.1.1. Vliv diquatu a luteinu na vybrané morfologické znaky spermii a varlat

Vysledky analyzy zahrnujici vliv diquatu, luteinu a jejich interakce na vlastnosti
ejakulatu jsou zobrazeny v tabulkach ¢. 1. a 2. Rychlost pohybu, délku a podil abnormalnich
spermii v ejakulatu se podafilo analyzovat celkem u 54 jedincl. Ani jedna z méfenych
charakteristik spermii nebyla prikazn¢ ovlivnéna typem oSetfeni (Tabulka ¢. 1). Pramér
semenotvornych kanalkli a vySka semenotvorného epitelu byla analyzovana celkem u 47
jedinct. V pripadé¢ morfometrie varlat mél na primér semenotvornych kanalkti prikazny vliv
diquat (p<0.001, R=0.02), lutein (p=0.006, R=0.002) i jejich interakce (p=0.007, R=0.001). Na
vySku epitelu mél prikazny vliv lutein (p<0.001, R=0.003) a interakce diquatu a luteinu
(p=0.001, R=0.005) (Tabulka ¢. 2). Primér semenotvornych kanalkd byl statisticky vyznamné
snizeny u skupiny oSetfené diquatem a skupiny oSetfené diquatem i luteinem oproti kontrole
(Graf ¢. 1, Al). Celkové nepfitomnost oSetfeni diquatem meéla pozitivni vliv na primér
semenotvornych kandlkd. OSetieni diquatem celkove snizilo primér semenotvornych kanalkd,
a navic v kombinaci s oSetfenim luteinem sniZilo pramér semenotvornych kanalkl nejvyraznéji
(Graf ¢. 1, A2). Primérné hodnoty priméri semenotvornych kanalkd u jednotlivych skupiny
byly: diquat 207 pum, lutein 221 pm, diquat s luteinem 194 um, kontrola 223 um. Celkem bylo
zméteno 50 semenotvornych kanalkli od kazdého jedince. Vyska semenotvorného epitelu byla
statisticky vyznamné zvySena u skupiny oSetfené diquatem oproti kontrole (Graf ¢. 1, Bl).
Primérné hodnoty vySky semenotvorného epitelu u jednotlivych skupin byly: diquat 136 pm,
lutein 124 pm, diquat s luteinem 122 um, kontrola 123 um. Vyska semenotvorného epitelu byla
vypocitana pro 50 semenotvornych kanalkt od kazdého jedince. V ptipadé interakce oSetfeni
luteinem nemélo na vysku semenotvorného epitelu bez oSetieni diquatem vliv, oproti tomu pii
samostatném oSetfeni diquatem byla vySka epitelu vyss§i nez pfi oSetfeni luteinem i diquatem

(Graf¢. 1, B2).
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Tabulka ¢&.

kovariata.

VCL

Délka stiedni
¢asti biciku
spermie

Délka hlavni
c¢asti bic¢iku
spermie

Celkova
délka spermie

Podil
abnormalnich
spermii

Vysvétlivky: VCL-velocity curvilinear.

Tabulka €. 2: Vliv oSetfeni na morfometrii varlat. Test byl proveden pomoci hierarchické anovy
s interakci. Jako error faktor bylo pouzito ID samce. Zvyraznéné hodnoty jsou statisticky
vyznamné (p <0.05). Rozdily mezi oSetfenimi byly testovany Dunnett testem. Prikazné rozdily

estimate =+ s.e.

t-value

p-value

estimate =+ s.e.

t-value

p-value

estimate =+ s.e.

t-value

p-value

estimate =+ s.e.

t-value

p-value

estimate =+ s.e.

t-value

p-value

Diquat

22,666 + 3,707
-0,719

0,475

-0,719 + 0,842
-1,282

0,206

1,769 + 0,901

1,963

0,055

0,177 + 0,767

0,230

0,819

-0,025 + 0,032
-0,775

0,442

mezi oSetfenimi jsou zndzornény v grafech ¢.1 a 2.

Prumér sem.
kanalku

Vyska sem.
epitelu

Vysvétlivky: Pramér sem. kanalkd-primér semenotvornych kanalku, Vyska sem. epitelu-vyska

F-value
p-value
F-value

p-value

semenotvorného epitelu.

Diquat

81.816

<0.001

0.104

0.747
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Lutein
1,228 + 3,583
0,343
0,733

-0,415+0,811
-0,511
0,611
0,560 + 0,871
0,643
0,523
-0,235 + 0,737
-0,319
0,751
-0,040 + 0,030
-1,331

0,189

Lutein

7.550

0.006

12.991

<0.001

Diquat:lutein

3,689 + 5,388
0,685
0,497
-0,163 + 1,219
-0,133
0,894
-0,950 + 1,305
-0,728
0,470
-0,810 + 1,101
-0,736
0,465
0,021 + 0,047
0,450

0,655

1: Vliv diquatu, luteinu a jejich interakce na vlastnosti ejakulatu. Testy byly
provedeny pomoci linedrnich modeld. Hodnoty naméiené pred experimentem byly pouZity jako

Rezidualni
stupné
volnosti
49
49
49
49
49

Rezidualni
Diquat:lutein stupné
volnosti

7.319

2345
0.007
22.358

2345
<0.001



Graf ¢.1: Vliv oSetfeni na:
A) pirmér semenotvornych kanalkt varlat
B) vysku semenotvorného epitelu varlat

Sloupce ukazuji primér a chybové usecky + stiedni chybu priméru. Hvézdicky znazoriuji
prikazny rozdil mezi oSetfenimi. Statistické analyzy jsou ukazany v tabulce ¢. 2.
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4.1.2 Vliv morfometrie varlat na podil abnormalnich spermii v ejakulatu

Vysledky analyzy vlivu vysky semenotvorného epitelu a priméru semenotvornych
kanalkti na podil abnormalnich spermii v ejakulatu jsou zobrazeny v tabulce ¢. 3. Analyzovat
se podatilo celkem 45 jedincii. Korelace mezi vySkou semenotvorného epitelu a abnormalnimi
spermiemi Vv ejakulatu byla neprikazna (p=0.2, r=0.28). Taktéz korelace mezi primérem
semenotvornych kanalkd a abnormalnimi spermiemi nebyla prikazna (p=0.5, r=0.15) (Ptiloha

¢. 4, 5). Podil abnormalnich spermii v ejakulatu s morfometrii varlat nesouvisel (Tabulka ¢. 3).

Tabulka ¢. 3: Zavislost vyskytu abnormalit spermii na morfometrii varlat. Test byl proveden
pomoci linearniho modelu. Hodnoty naméfené pied experimentem byly pouzity jako kovariata.

Rezidualni
Epitel Primér Epitel:primér stupné
volnosti
, estimate + s.e. -0.003 + 0.004 -0.002 + 0.003 0.000 £+ 0.000
Podil
abnormalnich = t-value -0.688 -0.676 0.731 41
spermii
p-value 0.495 0.503 0.469

Vysvétlivky: Epitel-vyska epitelu semenotvornych kanalkd, Primér-primér semenotvornych kanalka.
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4.1.3. Vliv diquatu a luteinu na intenzitu a rovnomérnost signalu acetylovaného a-
tubulinu

Vysledky analyzy zahrnujici vliv diquatu, luteinu a jejich interakce na intenzitu
a rovnomérnost signalu acetylovaného a-tubulinu jsou zobrazeny v tabulce ¢. 4. Acetylaci a-
tubulinu se podaftilo analyzovat celkem na 28 jedincich. Na intenzitu signalu acetylovaného a-
tubulinu mél prikazny vliv diquat (p=0.004, R= 0.02) a interakce diquatu a luteinu (p=0.002,
R=0.26) (Tabulka ¢. 4). Pocet spermii se slabym signalem acetylovaného a-tubulinu podél
biciku byl zvySeny u skupiny oSetfené diquatem oproti kontrole (Graf ¢. 2, Al). Primémé
hodnoty spermii se slabym signalem u jednotlivych skupin byly: diquat 161, lutein 117, diquat
s luteinem 101, kontrola 114. Celkem bylo hodnoceno 200 spermii. V ptipad¢ interakce osetieni
luteinem nemélo na slaby signal bez oSetfeni diquatem vliv, oproti tomu pii samostatném
osetfeni diquatem byl slaby signal naméfen u vice spermii nez pii oSetfeni luteinem i diquatem
(Graf €. 2, A2). Pocet spermii s rovhomérnym signalem acetylovaného a-tubulinu podél biciku
byl zvySeny u skupiny oSetiené diquatem (Graf ¢. 2, B). Primérné hodnoty spermii
s rovnomérnym signalem u jednotlivych skupin byly: diquat 74, lutein 31, diquat s luteinem 47,
kontrola 25. Celkem bylo hodnoceno 200 spermii.

Tabulka ¢. 4: Vliv oSetfeni na signal acetylovaného a-tubulinu. Testy byly provedeny pomoci
linearnich modelt. Hodnoty naméfené pted experimentem byly pouzity jako kovariata.

Rezidualni
Spermie Diquat Lutein Diquat:lutein stupné
volnosti
estimate + s.e. 43.010 £ 13.452 4.789 +11.829 -62.969 £ 18.001
SRR | i 3.197 0.405 -3.498 23
signal
p-value 0.004 0.689 0.002
estimate = s.e. 0977+0.314 -0.003 £ 0.256 -0.420 £ 0.380
Rovnom&rny | ¢,y 3.105 0,012 -1.108 23
ac-a-tu signal
p-value 0.005 0.991 0.279
estimate = s.e. -21.267 £12.358 -6.810+10.173 26.523 + 16.878
Aty t-value 1721 -0.669 1571 23
akrozom
p-value 0.100 0.511 0.131

Vysvétlivky: Slaby ac-o-tu signal-spermie se slabym signalem acetylovaného a-tubulinu v bi¢iku,
Rovnomérny ac-a-tu signal-spermie s rovnomémym signdlem acetylovaného a-tubulinu v bi¢iku,
Znaceny akrozom-vSechny spermie se signalem acetylovaného a-tubulinu v akrozomu.
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Graf €. 2: Vliv oSetfeni na:
A) pocet spermii vykazujicich slaby signal acetylovaného a-tubulinu podél bic¢iku
B) pocet spermii vykazujicich rovnomérny signal acetylovaného a-tubulinu podél bic¢iku

Sloupce ukazuji primér a chybové usecky + stfedni chybu priméru. Statistické analyzy jsou
ukazany v tabulce €. 3.
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4.1.4. Vliv intenzity signalu acetylovaného a-tubulinu na rychlost pohybu spermii

Vysledky analyzy zahrnujici vliv intenzity signalu acetylovaného a-tubulinu na rychlost
pohybu spermii jsou ukazany v tabulce ¢. 5. Analyzovat se podafilo celkem 28 jedinci.
Korelace mezi VCL a spermiemi se slabym signalem byla neprikazna (p=0.26, r=-0.24).
Korelace mezi VCL a spermiemi s rovhomérnym signalem také nebyla prikazna (p=0.92, r=-
0.02), stejné tak korelace mezi VCL a spermiemi se znacenym akrozomem byla neprtikazna
(p=0.79, r=-0.06) (Ptiloha ¢. 4, 5). Intenzita signalu s rychlosti pohybu spermii nesouvisela
(Tabulka ¢. 5).

Tabulka €. 5: Zavislost signalu na rychlosti pohybu spermii. Testy byly provedeny pomoci
linearnich modelii. Hodnoty namétené pred experimentem byly pouZity jako kovariata.

Rezidualni
Spermie VCL stupné
volnosti
estimate =+ s.e. -0.547+0.418
S.laby ac-o-tu e -1.308 25
signal
p-value 0.203
estimate = s.e. -0.013 +£0.347
Rovnomérny
ac-a-tu signal SEITE 0037 2
p-value 0.971
estimate = s.e. -0.118 +0.329
Znaceny
akrozom t-value 0.3 2
p-value 0.723

Vysvétlivky: Slaby ac-a-tu signal-spermie se slabym signalem acetylovaného o-tubulinu v bi¢iku,
Rovnomérny ac-o-tu signal-spermie s ovnomérnym signalem acetylovaného a-tubulinu v bi¢iku, Znaéeny
akrozom-vsechny spermie se signalem acetylovaného a-tubulinu v akrozomu, VCL-velocity curvilinear.
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4.2.  Populace blizka divokym zebfi¢kam (rok 2012)

Experiment v roce 2012 probihal na celkem 80 samcich zebticek pestrych, na populaci
blizké divokym zebiickam (,,recently wild-derived”). Samci byli rozdéleni do 4 skupin
(n=4x20), pticemz kazda skupina (treatment) dostavala jednu ze ¢tyt nasledujicich kombinaci:
1. nizka hladina oxida¢niho stresu i karotenoidii (=kontrola, ROS-, CAR-), 2. nizka hladina
oxida¢niho stresu + vysoka davka karotenoidi (ROS-, CAR+), 3. vysoka hladina oxidac¢niho
stresu + nizka davka karotenoidii (ROS+, CAR-), 4. vysoka hladina oxida¢niho stresu + vysoka
davka karotenoidi (ROS+, CAR+). Ve vSech ukazanych analyzach odpovida vliv diquatu
hladin¢ oxida¢niho stresu a vliv luteinu davce karotenoidd. Pocty jedincd, od kterych
se podafilo ziskat a analyzovat data, jejich primérné hodnoty a smérodatna odchylka vSech
proménnych naméfenych pted a po probéhnuti experimentu jsou ukazany v ptiloze (Ptiloha €. 6
a 7). Korelace mezi vSemi funk¢nimi vlastnostmi méfenymi pro rok 2012 jsou ukazany

Vv pfiloze (Ptiloha €. 8, 9).
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4.2.1. Vliv diquatu a luteinu na vybrané morfologické znaky spermii

Vysledky analyzy zahrnujici vliv diquatu, luteinu a jejich interakce na vlastnosti
ejakulatu jsou zobrazeny v tabulce ¢. 6. Rychlost pohybu, délku a podil abnormalnich spermii
v gjakulatu se podafilo analyzovat celkem u 55 jedincd. Stejné jako v roce 2011 nebyla ani
jedna z métenych charakteristik spermii priikazné ovlivnéna typem osetieni (Tabulka ¢. 6).
Tabulka ¢. 6: Vliv diquatu, luteinu a jejich interakce na vlastnosti ejakulatu. Testy byly

provedeny pomoci linedrnich modeld. Hodnoty naméiené pred experimentem byly pouzity jako
kovariata.

Rezidualni
Diquat Lutein Diquat:lutein stupné
volnosti
estimate = s.e. -1.382 +£4.568 -3.073 £4.096 2.579 £6.316
VCL t-value -0.303 -0.750 0.408 50
p-value 0.764 0.457 0.685
estimate =+ s.e. -0.310 +0.571 0.385+0.523 -0.611 +0.803
Délka stiedni
¢asti biciku t-value -0.543 0.735 -0.761 50
spermie
p-value 0.590 0.466 0.450
estimate = s.e. 0.351 +£0.593 -0.584 £ 0.564 1.163 = 0.827
Délka hlavni
¢asti biciku t-value 0.592 -1.035 1.406 50
spermie
p-value 0.556 0.306 0.166
estimate = s.e. 0.304 +0.490 0.210 + 0.455 0.151 £ 0.690
Celkovd 4 \a1ue 0.621 0.463 0.219 50
délka spermie
p-value 0.537 0.646 0.827
estimate =+ s.e. -0.006 +0.011 0.002 +£0.010 0.022 +£0.015
Podil
abnormalnich = t-value -0.587 0.225 1.445 50
spermii
p-value 0.560 0.823 0.155
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5. Diskuze

5.1.  Vliv diquatu a luteinu na vybrané morfologické znaky spermii

ZvySené hladiny oxida¢niho stresu v organismu mohou pro spermie predstavovat
nezanedbatelné riziko. Oxidac¢ni stres je dnes povazovan za jeden z hlavnich faktort
pfispivajicich k neplodnosti muzi (lwasaki & Gagnon 1992). Ve své diplomové praci jsem
analyzovala vliv diquatu, luteinu a jejich interakce na rychlost pohybu, délku spermii a na
vyskyt abnormalnich spermii v ejakulatu zebticky pestré. Diquat je bézné pouzivany herbicid,
ktery v in vivo podminkach produkuje superoxidovy radikal, ¢imz zvySuje hladinu oxida¢niho
stresu. Jako antagonista diquatu byl zvolen lutein, jeden z nejvyznamnégjSich karotenoidd
vyuzivanych ptaky pro jejich ornamentaci (McGraw et al. 2003). Ukazuje se totiz, Ze
karotenoidy by vzhledem ke svému chemickému potencialu mohly fungovat jako antioxidanty
(Brush & Power 1976; Hill et al. 2002).

Produkce volnych kyslikovych radikali byla poprvé zdokumentovana na lidskych
spermiich, u nichz dochazelo, pii inkubaci za pfitomnosti vysokych koncentraci kysliku
K rychlé ztraté jejich motility (MacLeod 1943). V tomto ptipadé je piiinou sniZzeni motility
spermii peroxidace jejich membran, které tak ztraceji flexibilitu nutnou k pohybu bi¢iku (Jones
etal. 1978). U lidi i dalsich savct byl pokles rychlosti a motility spermii pti zvySenych
hladinach oxida¢niho stresu demonstrovan fadou studii (napt. Aitken & Clarkson 1987; De
Lamirande & Gagnon 1992; Boujbiha et al. 2009). Nicméné se zda, ze u ptaku je vztah
oxida¢niho stresu a motility spermii patrné vice komplexni. Vysledky, které jsou soucasti této
prace, neukazaly pod vlivem puasobeni diquatu, luteinu nebo jejich kombinace Zadné zmény
v rychlosti pohybu spermii u domestikované populace zebticek, ani u populace blizké divokym
zebrfickam. Naproti tomu Tomasek et al. (2017) prokazali souvislost mezi rychlosti pohybu
spermii zebfi¢ek a mirou pocatecni intenzity zbarveni jejich zobaku. Za kontrolnich podminek
spermie samcu s intenzivnéji zbarvenym zobakem vykazovaly vétsi rychlost pohybu, ktera za
podminek oxida¢niho stresu klesala (Tomasek et al. 2017). Tento vysledek je vSak v kontrastu
se studii provedenou na sykote konadie. V této studii byl zaznamenan pokles rychlosti pohybu
spermii za podminek oxida¢niho stresu U méné zbarvenych jedinct. K nejvétsimu poklesu
rychlosti pohybu spermii doslo 5. den experimentu, na konci experimentu (15. den) vsak nebyly
rozdily v porovnani s kontrolou signifikantni. Samci si tak pravdépodobné béhem experimentu
dokézali vyvinout u¢inny antioxida¢ni mechanismus (napf. zvySenim syntézy antioxidacnich
enzymu), ktery negativnimu vlivu oxida¢niho stresu na rychlost pohybu spermii dokazal
zabranit (Helfenstein et al. 2010b).

Také u vrabce domaciho doslo po podavani diquatu k poklesu rychlosti pohybu spermii,
snizena rychlost vSak byla pozorovéna pouze u subdominantnich samci. U samci ve stfedu

ana vrcholu hierarchického zebticku k zddnému sniZeni rychlosti v porovnani s kontrolni
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skupinou nedoslo (Mora et al. 2017). VySe uvedené informace naznacuji, ze vliv oxida¢niho
stresu na rychlost pohybu spermii je zavisly na vice faktorech, popf. muze byt druhové
specificky. Fakt, ze sledovani faktorti jako postaveni samce ve skupiné ¢i pocatecni zbarveni
zobaku studovanych ptakil nebylo soucasti této prace, mize vysvétlovat, pro¢ se nam oproti
naSim oc¢ekavanim nepodafilo prokdzat vliv oxidacniho stresu na rychlost pohybu spermii.

Bylo prokazéno, Ze pusobenim oxidac¢niho stresu mize v ejakulatu stoupat mnozstvi
spermii s abnormalni morfologii. Piikladem miiZze byt studie provedena na potkanech, u kterych
doslo vlivem oxida¢niho stresu k silnému poskozeni spermii a normalni morfologii vykazovalo
pouze 16 % bungk, pficemZ nejvice postiZzenou casti byl bic¢ik (Tajaddini et al. 2013). Naproti
tomu u lidi dochazelo ptisobenim volnych kyslikovych radikali k abnormalitam ve tvaru
hlaviéek spermie a k poskozeni akrozomu (Aziz et al. 2004). U spermii zebticek oxidacni stres
také zapficinil snizeni poméru mezi délkou stiedni Casti biciku a celkovou délkou biciku
(tzn. pomér mezi stiedni ¢asti bi¢iku a flagellem), na celkovou délku spermie nebo podil
abnormalnich spermii v ejakulatu ale zadny vliv nemél (Tomasek et al. 2017). Oproti tomu
se v mé praci zadny efekt diquatu, luteinu a jejich interakce na morfologii a podil abnormalnich
spermii v ejakulatu ani u domestikované, ani u populace blizké divokym zebtfickam prokdzat
nepodafilo. To ziejmé stejné jako ve vySe uvedeném piipadé mize byt vlivem dalsich nam
neznamych faktori. MoZznym vysvétlenim mohou byt rozdily v odpovédi na pusobeni
oxida¢niho stresu u jednotlivych druhii. Nicméné, tento jev jeSté nebyl piili§ dobife popsan
a studit, které se vlivem oxidac¢niho stresu na morfologii spermii zabyvaji neni mnoho.

Pozitivni vliv na motilitu a procento spermii s fyziologickou morfologii v ejakulatu
mize mit podavani riznych antioxidantt. Ackoliv v mé praci podavani karotenoidii zadné
rozdily v rychlosti pohybu spermii a podilu abnormalnich spermii nezptsobilo, nékteré studie je
nasly. Napf. u potkanil pfi zvySeném oxidacnim stresu se souasnym podavanim antioxidantu
chloridu manganatého doslo k nartistu poctu spermii vykazujicich normalni morfologii az na 86
% (Tajaddini et al. 20013). U samct konader pfi zvySeném oxidacnim stresu karotenoidy
zvysily podil motilnich spermii v ejakulatu (Helfenstein et al. 2010b) a u samct zebfticek, ktefi
méli pied experimentem v ejakulatu zvySeny podil abnormalnich spermii, karotenoidy tento
podil snizily (Tomasek et al. 2017). Karotenoidy by tak mohly pisobit jako sekundarni
antioxidanty, pouze pii vystaveni organismu akutnimu oxida¢nimu stresu (Costantini & Mgller
2008). Jelikoz v malych mnozstvich mohou byt karotenoidy nalezeny pifimo v ejakulatu ptaka

(Rowe & McGraw 2008), nelze vyloucit ani pfimou antioxida¢ni obranu spermii.
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5.2. Vliv diquatu a luteinu na vybrané morfologické znaky varlat

rrrrr

jak u savcen, tak u ptakl zpusobit nejen poskozeni spermii, ale také narusit strukturu tkané varlat
(napf. Sajjadian et al. 2014; Liu et al. 2013). Vlivem oxida¢niho stresu dochazi ke snizeni poctu
diferenciovanych zarodecnych i Sertoliho bun¢k v semenotvornych kanalcich, k celkovému
naru$eni  jejich organizacni struktury, masivni apoptdéze zarodeénych bunc¢k a vyskytu
nekrotické tkané (Sajjadian et al. 2014; Dkhil et al. 2016). Dale mohou v semenotvorném
epitelu vlivem oxida¢niho stresu vznikat ¢etné vakuoly (Tokumoto et al. 2013; Sajjadian et al.
2014). Dtsledkem téchto patologickych zmén miZze byt Castetné zastaveni spermatogeneze
a uplna absence spermii v lumen nékterych semenotvornych kanalkt (Liu et al. 2013; Yuan et
al. 2017).

Vliv oxida¢niho stresu na vybrané morfologické znaky varlat byl prokazan i v ramci
moji studie provadéné na zebiickach. Podavani diquatu u samcti zptsobilo statisticky vyznamny
narist vysky epitelu v jejich semenotvornych kanalcich. Vyska semenotvorného epitelu Cinila
pramérné 123 pm u kontroly, 135 pum u skupiny ovlivnéné diquatem, 124 pm u skupiny
ovlivnéné luteinem a 122 um u skupiny ovlivnéné diquatem s luteinem. Tento jev byl jiz diive
popsan u savcu, kdy Dkhil et al. (2016) provedli studii na potkanech trpicich diabetem. Pfi
tomto onemocnéni je primarni pfi¢inou zvySeni oxidacniho stresu hyperglykémie. Pfi
zvySenych hladinach oxida¢niho stresu dosSlo u potkanii ke sniZzeni hmotnosti varlat, sniZeni
hladiny testosteronu a zménam v organizacni struktufe semenotvorného epitelu. Nékteré
semenotvorné kanalky vykazovaly ¢asteCnou ¢i uplnou bunéénou dezorganizaci a absenci
spermatogeneze (Dkhil et al. 2016).

Podobn¢ pusobil také diquat u zebticek, plisobeni oxida¢niho stresu a zplisob ochrany
proti nim se mezi ptaky a savci ziejmé prili§ nelisi. U skupiny ovlivnéné diquatem doslo
v semenotvornych kanalcich kromé nartistu epitelu 1 k naruSeni organizacni struktury nékterych
semenotvornych kanalkil, n€kterym zcela chybélo lumen. Produkce spermii ale byli schopni
v§ichni samci a k celkovému selhani spermatogeneze nedoslo. U samct potkant s diabetem byl,
stejné jako v moji studii na zebfiCkach, nalezen narust poctu kanalkd se zvySenou tloustkou
semenotvorného epitelu (Dkhil et al. 2016). Opacny efekt na vySku semenotvorného epitelu
ovsem prfinesly studie Momeni et al. 2012 a Tajjadini et al. 2014, které se zabyvaly vlivem
oxidacniho stresu na strukturu tkané varlat u potkanti. V obou studiich oxidacni stres zapficinil
pokles vysky semenotvorného epitelu (Momeni et al. 2012; Tajjadini et al. 2014). Rozdilné
zavery prinesly dale dveé studie potkant, zabyvajici se vlivem oxidacniho stresu na tloustku
bazélni laminy semenotvornych kanalkll. Zatimco v prvni studii méli samci zvySenou tloustku
bazalni laminy oproti kontrolnim, ve druhé studii doslo k poklesu jeji tloustky (Guneli et al.
2008; Boujbiha et al. 2009). Tloustka bazalni laminy ve druhé studii klesala spolu se vzrustajici

koncentraci chloridu rtutnatého, kterym byl u potkanli indukovan oxidacni stres (Boujbiha
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et al. 2009). Zvysené hladiny oxida¢niho stresu tedy jak u savcn, tak u ptakd méni strukturu
tkané a vysku semenotvorného epitelu varlat. Zda se jeho pisobenim vyska semenotvorného
epitelu snizi nebo zvySi pravdépodobné nebude dano druhovou specifitou, ale typem
a koncentraci latky, kterou je oxidacni stres navozovan.

Kromé vySe uvedené vysky semenotvorného epitelu jsem se v ramci morfologickych
vlastnosti varlat zabyvala také primérem jejich semenotvornych kanalk. Prameér
semenotvornych kanalki byl statisticky vyznamné sniZzeny u skupiny ovlivnéné diquatem a také
u skupiny ovlivnéné diquatem s luteinem. Samotné podavani luteinu na primér semenotvornych
kanalki nemélo vliv, v kombinaci s diquatem vSak doslo k nejvyrazné&j$imu zmenSeni jejich
priméru. Ke zmenS$eni pruméru semenotvornych kanalkti vlivem oxidac¢niho stresu doslo také
ve dvou studiich potkani. Ve studii Guneli et al. (2008) byl u potkanti oxidaéni stres indukovan
diabetem, a ve studii Momeni et al. (2012) arsenem.

Nékteré studie se, stejné jako moje prace, zabyvaly plsobenim antioxidantl a jejich
udinky na tkan varlat. Ve vySe zminéném experimentu Guneli et al. (2008) jedné skupiné
potkani s diabetem podavali melatonin. Tento hormon, ktery je u savct produkovan epifyzou
au ptakti také rohovkou, ma pii riznych patofyziologickych procesech antioxida¢ni
a protizanétlivé ucinky (Reiter et al. 2000). U potkant s diabetem melatonin dokéazal zmenseni
pruméru semenotvornych kanalkd zmirnit (Guneli et al. 2008). Studie Dkhil et al. (2016)
se zabyvala antioxidacnim a ochrannym efektem nanocastic selenu, prvku dualezitému pro
syntézu testosteronu a vyvoj spermii (Behne et al. 1996). U potkant s indukovanym diabetem
podavani téchto nanocastic dokazalo patologickym zménam ve tkani varlat zabranit
a semenotvorny epitel vykazoval v porovnani s kontrolni skupinou stejnou strukturu (Dkhil et
al. 2016). Podavani antioxidanti dokonce muize prumér semenotvornych kanalki oproti
kontrole zvysit, coz bylo demonstrovano pifi pouziti vitaminu E a chloridu manganatého
(Momeni et al. 2012; Tajjadini et al. 2014). Samotnym podavanim karotenoidu luteinu v mé
praci ke zvyseni priméru semenotvornych kanalki u zebticek nedoslo, mél na né tedy neutralni
vliv. V kombinaci s diquatem se G¢inky luteinu jevi jako smisené. Dokazal sice zabranit zvySeni
tloustky semenotvorného epitelu, dalo by se tedy uvazovat o jeho antioxida¢nim efektu,
v semenotvornych kanalcich ale jeho podavani zptsobilo nejvétsi pokles jejich priméru.
V tomto kontextu pro karotenoid hovofi spiSe prooxidacni hypotéza. Negativné zde ale mohl
pusobit pouze samotny diquat a uc¢inky luteinu mohly byt neutralni, pouze nedokazal negativni

vliv diquatu zvratit.
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5.3.  Vliv morfometrie varlat na podil abnormalnich spermii v ejakulatu

Bylo zdokumentovano, Ze plisobenim oxidacniho stresu ve tkani varlat vznikd mnozstvi
ruznych patologickych zmén vedoucich k poruseni produkce spermii a vzniku spermif
vykazujicich rizné morfologické abnormality (napt. Tajaddini et al. 2014; Sajjadian et al.
2014). Zajimalo m¢ tedy, zda mohou morfometrické zmény tkan¢ varlat souviset s podilem
abnormalnich spermii v ejakulatu. Ani vyska semenotvorného epitelu, ani prameér
semenotvornych kanalkd vSak na podil abnormalnich spermii nemély vliv. K poskozeni spermii
disledkem oxidacniho stresu totiz nemusi dochazet pouze ve varlatech, ale i dale pfi jejich
pruchodu pohlavnim traktem, zejména v nadvarleti (Tremellen 2008). Plazmaticka membrana
spermie obsahuje velké mnoZstvi polynenasycenych mastnych kyselin, které snadno oxiduji
a ¢ini tak spermii k poskozeni volnymi kyslikovymi radikaly velmi vnimavou (Aitken &
Clarkson 1987; Alvarez et al. 1987). Kyslikové radikaly dale mohou poskodit pfimo DNA
a RNA spermii modifikaci jejich purinovych a pyrimidinovych bazi ¢i cukernych zbytkii nebo
fragmentaci jejich fetézci (Wiseman & Halliwell 1996; Tremellen 2008).

U lidskych spermii byl zdokumentovan vyrazné vyssi vyskyt fragmentace DNA
u ejakulovanych spermii v porovnani se spermiemi odebranymi z varlat (Greco et al. 2005). Zda
se, ze spermie, pokud jsou v kontaktu se Sertoliho bufikami, jsou pied pisobenim volnych
kyslikovych radikalt pravdépodobné chranény (Tesarik et al. 2004). Stupent poskozeni spermii
by hypoteticky mohl nartstat s ¢asem, ktery ubéhl od preruseni tohoto kontaktu. Nelze
ale vyloucit, Ze ejakulované spermie s fragmentovanou DNA nemély predispozice k tomuto
poskozeni vzniklé jiz béhem Casnych fazi jejich vyvoje ve varleti (Greco et al. 2005). Ve studii
kiepelek rostl pocet spermii s fragmentovanou DNA skoncentraci jim podavaného
clothianidinu (Tokumoto et al. 2013). Je znamo, Ze tento insekticid, bé&Zzné uzivany
v zemédélstvi, zvySuje oxidacni stres a muze negativné ovliviiovat reprodukéni systém ptaki
(Gibbons et al. 2015). Spolu s podavanou zvysujici se koncentraci insekticidu klesal u samcti
kiepelek v jejich semenotvorném epitelu pocet zarodeénych bunék. Z téchto vysledkd by
se dalo predpokladat, Zze samci, ktefi byli vystaveni nejvy$§im davkam insekticidu, budou
neplodni. Opak byl ale pravdou a u vSech skupin byly v lumen semenotvornych kanalk
spermie detekovany. Také pocet a vaha snesenych vajec oplozenych studovanymi samci se mezi
skupinami neliSila. Rozdily vSak byly nalezeny mezi délkami embryi. Tento parametr negativné
koreloval s koncentraci clothianidinu, jaké byli samci (otcové) vystaveni. Navic se néktera
embrya otcli ze skupin, kterym byla podavana stfedni a nejvySsi koncentrace insekticidu,
pfestala vyvijet. Z vySe uvedeného vyplyva, ze clothianidin u kfepelek sice nezpusobil selhani
spermatogeneze, nicméné jeho ptisobenim doslo k zastaveni nebo zpomaleni ristu embryi, které
pravdépodobné souviselo s fragmentaci DNA spermii. Celkové tak mél clothianidin na
reprodukéni schopnost kiepelek negativni vliv (Tokumoto et al. 2013). Podobny efekt by mohl

mit i diquat u zebticek. Koncentrace diquatu podavané¢ho zebfickdm v mé studii nebyla natolik
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vysoka, aby zpusobila kromé morfometrickych zmén ve tkani varlat selhani spermatogeneze ¢i
vyrazng naruSila morfologii spermii, nelze ale vyloucit poskozeni na molekularni urovni (viz
dale diskuze o acetylaci a-tubulinu). Podobné jako ve studii provedené na kiepelkach, mohl
diquat zptsobit poskozeni DNA, které by se pozdéji projevilo pfi vyvoji embryi. Bylo by velmi
zajimavé tuto skutecnost ovétit v nékteré z dalsich studii.

5.4. Vliv diquatu a luteinu na intenzitu a rovhomérnost signalu acetylovaného a-
tubulinu

Poznatkli, které o molekularnich mechanismech ovliviiyjicich motilitu spermii
do dnes$nich dntt mame, je zatim pomérné malo. Jednim z téchto mechanismi jsou
posttranslacni modifikace. Ovliviuji stabilitu mikrotubull, které tvoii cytoskelet buiky
a zajist'uji jeji motilitu, jelikoZ jsou soucasti axonem, osnich vlaken fasinek a bicikid. Acetylace
tubulinu je v bi¢iku dalezitou posttransla¢ni modifikaci. Tato posttransla¢ni modifikace tubulinu
se ukazala byt zasadni pro schopnost molekularniho motoru kinesinu vazat se na mikrotubul
a pro jeho pohyb po ném (Reed et al. 2006).

Dale bylo zjisténo, ze pokud je u axont bi¢ikii mira acetylace a-tubulinu snizend, mtize
byt pfic¢inou jejich snizené motility ¢i souviset se strukturnim poskozenim axonem (Gentleman
et al. 1996; Reed et al. 2006). Z toho duvodu bylo jednim z cild mé prace detekovat pomoci
metody nepiimé immunofluorescence (IF) acetylovany a-tubulin a u spermii mnou studovanych
zebticek z jednotlivych experimentalnich skupin porovnat miru intenzity a rovnomérnost jeho
signalu. Bhagwat et al. (2014) na vysledcich z IF analyzy ptitomnosti acetylované formy o-
tubulinu ve spermiich ukazali, Ze spermie pacientd s poruchou motility vykazovaly
pierusovany signal pro acetylovanou formu a-tubulinu spolu s jeho klesajici intenzitou smérem
k distalnimu konci bic¢iku. Oproti tomu spermie muzi bez poruchy motility byly znafeny
uniformnim signalem po celé délce bic¢iku (Bhagwat et al. 2014).

Nas pifedpoklad byl, ze pokud by plsobenim zvySené hladiny oxida¢niho stresu
u spermii zebficek doslo k jejich poskozeni, mohl by se signal projevovat podobnym zplisobem,
jako u pacientll s poruchou motility. Rozdily mezi studovanymi skupinami se u zebiiek
skute¢né naSly. Priikazny vliv na intenzitu signalu acetylovaného a-tubulinu v bi¢iku spermii
m¢él diquat a také také kombinace diquatu a luteinu. Samci zebficek, kterym byl podavan diquat,
meli nejvice spermii se slabym signalem (priméme 161 z celkem 200 hodnocenych spermii).
Naopak nejméné spermii se slabym signdlem méli samci, kterym byl podavan diquat zaroven
S luteinem (prumérné 101 z celkem 200 hodnocenych spermii). Piekvapivym vysledkem pii
hodnoceni rovnomérnosti signalu byl zvySeny pocet spermii vykazujicich rovnomérny signal
acetylovaného o-tubulinu podél bic¢iku u skupiny oSetiené diquatem (pramérné 74 z celkem 200
hodnocenych spermii) oproti kontrole (primémé 25 zcelkem 200 hodnocenych spermii).
Naopak zadny rozdil mezi skupinami nebyl nalezen pfi hodnoceni poctu spermii, které mély

znaceny akrozom. ZnaCeni akrozomu na hlavicce spermie tak neovlivnila ani jedna
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z podavanych latek. Nase vysledky tak ukazuji, ze hodnoceni zmén acetylace a-tubulinu je
jednim z moznych parametrt, ktery lze u ptakti pouzit k hodnoceni kvality spermii. Ackoli nase
vysledky koreluji s vysledky studie provedené Bhagwat et al. (2014) jen Castené, je nutné
si uvédomit zna¢né rozdily ve stavbé spermii savcu a ptakd. Stejné jako u pacientd s poruchou
motility vykazovaly spermie zebficek oSetfené diquatem slaby signdl. Ten byl ale stejné
intenzivni po celé délce bic¢iku, smérem k distalnimu konci spermie neslabl. Skupina zebficek
osetfenych diquatem navic méla nejvice spermii vykazujicich rovnomérny signal ze vSech
skupin, a naopak pferuSovany signal ,,v clusterech byl detekovan nejéastéji v kontrolni
skuping. Na zakladé téchto vysledkd se zda, Zze na rozdil od lidi, u ptakd neni a-tubulin
v axonem¢ biciku acetylovan rovnomérné po celé délce. Vzhledem k tomu, ze actylace o-
tubulinu v biciku spermii nebyla jesté u ptaka nikdy diive studovana, a tak nase vysledky nelze
porovnat s vysledky jinych skupin, je interpretace nasich vysledki znaéné ztizend. Nelze tak
vyloudit, ze se mezi jednotlivymi druhy mohou nachéazet zna¢né rozdily. Roli v intenzité
a kontinualit¢ signalu acetylovaného a-tubulinu v bi¢iku spermie muize mit také rozdilna
exprese tubulinovych izoforem, kdy napf. u muzii s poruchou motility spermii byla exprese
dvou izoforem snizena (TUBA3C a TUBAS) a naopak u nich byla detekovana exprese tfeti
izoformy (TUBA4A). Ta se u muzi se zdravymi spermiemi vibec nevyskytovala (Bhagwat et
al. 2014). Nelze tak ani u ptak vyloucit expresi nebo naopak snizeni exprese nékterych
z dalsich tubulinovych izoforem.
5.5.  Vliv intenzity a rovnomérnosti signalu acetylovaného a-tubulinu na rychlost
pohybu spermii

Z vySe uvedenych informaci vyplyva, Ze acetylace oa-tubulinu v nékolika studiich
souvisela s motilitou spermii. Proto jsem se rozhodla ovéfit, zda by mohla intenzita,
rovnomernost a pritomnost signalu acetylovaného a-tubulinu v akrozomu spermii souviset také
s rychlosti pohybu spermii zebfi¢ek. Ani jedna z hodnocenych charakteristik v§ak s rychlosti
pohybu spermii nesouvisela. Rozdily v intenzité a rovnomérnosti signalu by tak u zebficek
mohly byt spiSe markerem strukturniho poskozeni bi¢ikl. Studie zabyvajici se posttranslaénimi
modifikacemi o- tubulinu u infertilnich pacientti ukazala, ze primeémé 46 % jejich spermii
vykazovalo strukturni poskozeni axonem bicikl (s chybé&jicimi ¢i Spatn€ sparovanymi dublety
mikrotubultl), zatimco uzdravych muzii bylo takto poskozenych jen 10-12 % spermii.
U neplodnych pacientti byla navic v porovnani s kontrolou snizena acetylace a-tubulinu na
pouhych 30 % (Gentleman et al. 1996). Nékteré prace pripisovaly acetylaci stabiliza¢ni funkci,
diky niz mély byt mikrotubuly odolngjsi proti depolymerizaci (napi. Dasgupta et al. 1983;
L’Hernault a Rosenbaum 1985; Piperno et al. 1987). Nicmén¢ jsou prace, které naopak tento
vztah nepotvrdily (napf. Maruta et al. 1986; Kalebic et al. 2013).

Zda tedy acetylace tubulinu hraje zasadni roli v regulaci stability a dynamiky

mikrotubulti zGstdva zatim nejasné. Snizeni miry acetylace a-tubulinu by mohlo byt zplisobeno
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bud’ pfimo nestabilitou mikrotubulti ¢i nepfimo proteiny S acetyltransferazovou aktivitou
s mikrotubuly asociovanymi (Gentleman et al. 1996). Klicovou acetyltransferazou u savcu je
tubulin acetyltransferaza TAT1. Pti jeji cilené deleci u mysi doslo k poklesu acetylace spermii,
ke zménam v jejich morfologii i snizeni jejich motility. Samci méli dale sniZzenou koncentraci
spermii v ejakulatu a v porovnani s kontrolnimi samci zplodili méné potomkl (Kalebic
et al. 2013). Pfitomnost této acetyltransferazy tedy u savcl zasadné ovliviiuje reprodukéni
uspéch samci. U ptakd zatim podobné informace chybi a je potieba dalsi vyzkum tykajici

se této problematiky.
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6. Zavér

Cilem ptedlozené prace bylo prozkoumat ucinky oxidacniho stresu a karotenoida
na spermatogenezi u zebficky pestré. Oxidacni stres byl zebfickdm zvySovan pomoci herbicidu
diquatu, k suplementaci karotenoidy byl pouzit lutein. Ani jedna ztéchto latek, ani jejich
kombinace nemély zadny vliv na morfologii spermii. Dale nebyly nalezeny rozdily
mezi skupinami v rychlosti pohybu spermii nebo v podilu abnormalnich spermii v ejakulatu.
Tyto parametry spermii byly hodnoceny u dvou populaci zebti¢ek, populace domestikované
apopulace blizké divokym zebfickam. U domestikované populace byla dale provedena
morfometrickd analyza varlat. Ve tkani varlat doslo pusobenim diquatu K patologickym
zménam. Diquat zapfiinil sniZzeni priméru semenotvornych kanalki a nariist vysky jejich
epitelu. Tento jev byl pozorovan také v nékolika studiich zabyvajicich se oxida¢nim stresem
u savct. V kombinaci s luteinem bylo snizeni priméru semenotvornych kanalku piekvapivé
nejvetsi, lutein vSak dokazal zabranit alesponl nartstu vysky jejich epitelu. Patologické zmény
ve tkani varlat mohly negativné ovlivnit pribéh spermatogeneze, disledkem které by byla
zvySena produkce morfologicky poSkozenych spermii. Primér semenotvornych kanalki a vyska
jejich epitelu vSak s podilem abnormalnich spermii v ejakulatu nesouvisely. Nicméné nelze
u spermii domestikovanych zebticek vyloucit poskozeni na molekularni urovni.

Analyza acetylovaného o-tubulinu ukéizala, Zze diquat u spermii zebfiCek zptsobil
sniZeni intenzity signalu v bi¢iku a tento slaby signdl vykazovala vétSina jejich spermii. Pokles
intenzity signalu acetylovaného o-tubulinu ¢i snizeni poctu acetylovanych spermii v ejakulatu
byly ve studiich na lidech spojovany se strukturnim poskozenim bi¢iku a poruchou motility.
Intenzita signalu acetylovaného a-tubulinu s rychlosti pohybu spermii zebficek vSak Vv nasi
studii nesouvisela. Podavanim diquatu v kombinaci s luteinem u zebti¢ek doslo k nartstu poctu
spermii se silngj§im signalem a pomeéry spermii se slabym a silngj$im signalem se vyrovnaly.

Prisoudit karotenoidu luteinu jednozna¢n€ pozitivni, negativni ¢i neutralni ucinek
na spermatogenezi u zebiicek nelze. Na kazdou z testovanych proménnych totiz ptsobil lutein
jinak. Jako neutralni jej lze hodnotit v piipadé morfologie a rychlosti pohybu spermii. Jeho
samotné podavani nemélo prikazny vliv ani na tkan varlat. Nékterym studiim se vSak
podavanim antioxidanti povedlo prumér semenotvornych kanalkti u savcl zvysit. Za negativni
mizeme povazovat pusobeni luteinu spolu s diquatem, které piekvapivé vedlo k vyskytu
semenotvornych kandlkdi s nejmenSim primérem mezi vSemi skupinami. Sam lutein zde ale
nemusel plsobit jako negativni hrac, jeho t€inky mohly byt opét neutralni a za zmensenim
priméeru semenotvornych kanalk mohl stat pouze diquat, jehoz G¢inky nedokazala pifitomnost
luteinu zvratit. V pfipad¢ snizeni vysky semenotvorné¢ho epitelu a zvySeni poctu spermii
vykazujicich siln€j$i signal acetylovaného o-tubulinu pii podavani diquatu s luteinem Ize

hovotit o jeho pozitivnim, antioxidacnim ucinku. Celkové tak karotenoidy na spermatogenezi
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u zebficek pestrych mély pozitivni nebo neutralni vliv a pfi zvySenych hladinach oxida¢niho

stresu hraly dualeZitou roli v udrZzeni normalniho prubéhu spermatogeneze.
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8.  Prilohy

Ptiloha 1: Primérné hodnoty a smérodatna odchylka vSech proménnych namétenych pied
experimentem v roce 2011. Seznam pouzitych zkratek: VAP-velocity average path, VSL-
velocity straight line, VCL-velocity curvilinear.

Skupina Kontrola Diquat Lutein Diquat: Lutein
Proménns Pocet pr:rzler Pocet pr:gler Pocet prumer Pocet p r::er
n : n : n n :
™ | odchyika | ™ | odenylka | W | sm-odehylka | () g
e 15 63.944 15 63.483 15 67.787 15 66.733
10.450 11.986 9.125 11.223
VSL 15 61.392 15 60.954 15 65.924 15 63.693
10.598 12.628 9.536 10.161
VCL 15 68.745 15 68.356 15 71.021 15 71.292
10.403 10.911 8.794 11.972
délki 15 12.601 15 12.186 15 12.327 15 12.312
hlavic¢ky 0.708 0.394 0.835 0.717
gglk;. s.tvi’:edni 15 26.552 15 25.109 15 26.899 15 27.654
casti bic¢iku 6.606 5.532 5.736 5.900
(}?lk_&l l‘1‘l’z’wn1' 15 35.027 15 35.698 15 33.587 15 32.151
¢asti biciku 8.481 6.112 6.335 6.895
ceilkovzi 15 74.181 15 72.993 15 72.813 15 72.118
délka 3.910 4,022 3.798 2.684
podil 0.069 0.100 0.093 0.058
abnorm. 15 15 15 15
spermii 0.036 0.091 0.084 0.048
signdl 1 8 105.250 6 126.167 8 100.125 6 118.833
57.840 64.820 52.370 62.411
signdl 2 g 81.625 6 66.500 8 92.625 6 73.000
44.716 34.665 49.042 39.165
signdl 3 8 13.125 6 7.333 8 7.250 6 8.167
9.196 5.483 5.890 5.849
rovnom. 8 27.000 6 42.333 8 33.250 6 45.333
signal 14.667 21.773 17.548 25.116
signal 8 173.000 6 157.667 8 166.750 6 154.667
clustery 89.453 80.034 86.185 79.080
signal 159.625 127.500 166.250 145.167
akrozom 8 6 8 6
celkem 83.694 70.148 86.582 74.939
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Ptiloha 2: Primé&rné hodnoty a smérodatna odchylka vSech proménnych namétenych po

experimentu v roce 2011. Seznam pouzitych zkratek: VAP-velocity average path, VSL-velocity

straight line, VCL-velocity curvilinear.

Skupina Kontrola Diquat Lutein Diquat:Lutein
S Pocet P! Pocet e Pocet e Pocet Bl
Proménna ") sm. ") sm. ) sm. (n) sm.

odchylka odchylka odchylka odchylka
VAP 15 66.871 13 65.333 15 7L277 |, 71.514
10.349 25.282 10.824 31.806
63.923 63.598 69.604 69.198

VSL 15 13 15 12
9.866 24.671 10.779 30.902
71.957 68.942 74.522 75.773
veL 15 11.362 13 26.471 15 11.217 12 33.378
12.000 11.555 11.769 11.695

délka hlavi¢k 15 13 15 11
¢ avieky 0.691 4.087 0.674 5.381
d.é!!(a stiedni &asti 15 25.031 13 23.237 15 24921 |, 23.806
bi¢iku 6.801 9.574 5.020 11.914
délka hlavni &asti 33.582 35.004 32.836 33.195

15 13 15 11
biciku 8.247 13.262 5.672 16.381
s 70.613 69.796 69.532 68.696
celkova délka 15 3077 | 24785 | 2451 | M 31.553
podil %E)norm. 14 0.160 12 0.150 15 0.119 1 0.100
spermii 0.111 0.107 0.053 0.069
Siondill 8 113.750 6 161.000 8 117.500 6 101.333
g 60.718 83.240 61.668 54.487
. 81.375 36.667 76.625 90.667
signal 2 8 44194 | ° 24450 | © s0004 | °© 49.625
signil 3 g 4.875 6 2.333 g 5.875 6 8.000
3.979 2.344 3.623 7.292
e il 8 25.375 6 73.667 8 30.750 6 47.333
-SIg 13.840 41.826 20.528 25.611
- 8 174.625 6 126.333 8 169.250 6 152.667
g y 90.286 66.768 88.363 77.930
signal akrozom 8 161.125 6 131.000 8 154.500 6 159.167
celkem 83.677 69.667 81.110 81.458
priamér semen. 222.648 206.563 221.253 193.909

e 13 13 12 9
kanalkii 79.761 77.724 95.359 104.514
vyska semen. 13 123.397 13 135.474 |, 123.963 9 122.220
epitelu 48.093 53.426 55.223 64.097
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Ptiloha 3: Korelace mezi vSemi funkénimi vlastnostmi méfenymi pro rok 2011

PO.head
PRE.mid
PO.mid

PRE. tail
PRE.total
PO.total
PRE.abnorm
PO.abnorm
prum.kanal
prum.epit

PRE.head
PO.tail
PRE.akroz.celk
PO.akroz.celk

PRE.sig1
PO.sig1
PRE.sig2
PO.sig2
PRE.sig3
PO.sig3
PRE.sig.rovno
PO.sig.rovno
PRE.sig.clust
PO.sig.clust

PRE.VAP
PRE.VSL /@
PO.VSL @/
PRE.VCL /@

POVCL @/ @ PO N o6
PRE.head a4 :

PO.head y V4 [
PRE.mid , Y H N
PO.mid 9 Y2\ \\
PRE tail ANV L]
\N\//
@
ey
®

\. PRE.VAP
\Q PO.VAP
N\NQ\ 8\ PRE.VSL

1:
o)
s
)
Q¥
N\NQO\QW\N PO.VSL

0.8

V\NW\Q\ PRE.VCL
NO\Q\N PO.VCL

\ W Y\

- 04

o8

PO tail ®

PRE total

PO.total
PRE.abnorm

PO.abnorm
prumkanal = @ @ @
prum.epit /@& N -

PRE sig1 JONN -

PO.sig1 00,/ §\ P NN\

PRE sig2 \e P¢ | s

PO sig2 SONO/ CiNTso0 [

PRE.sig3 \N @ /

PO.sig3 W AN /TR e
PRE.sig.rovno ¥ 2N ;
PO.sig.rovno y A ‘
PRE.sig.clust
PO .sig.clust L\ Y

8

- 0.2

'4

\ W 4
o/ %
©
N
&)

1
o
(o]

PRE.akroz.celk
PO.akroz.celk

@ 4
racnwivd .
Seznam pouzitych zkratek: PRE-data namétena pred experimentem, PO-data naméfena po experimentu,
VAP-velocity average path, VSL-velocity straight line, VCL-velocity curvilinear, head-délka hlavi¢ky
spermie, mid-délka stiedni ¢asti bi¢iku spermie, tail-délka hlavni ¢asti bic¢iku spermie, total-celkova délka
spermie, abnorm-podil abnormalnich spermii v ejakulatu, prum.kanal-primér semenotvornych kanalkd,
prum.epit-vyska epitelu semenotvornych kanalku, sig.1-slaby signal acetylovaného a-tubulinu bic¢iku,
sig.2-stiedni signal acetylovaného a-tubulinu bi¢iku, sig.3-silny signal acetylovaného a-tubulinu bi¢iku,
sig.rovno-rovnomérny  signal acetylovaného o-tubulinu bi¢iku, sig.clust-pferuSovany signal
acetylovaného a-tubulinu bi¢iku (,,clustery®), akroz.celk-pocet spermii se znaéenym akrozomem.
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Ptiloha 6: Primérné hodnoty a smérodatna odchylka vSech proménnych naméfenych pied
experimentem v roce 2012. Seznam pouzitych zkratek: VAP-velocity average path, VSL-
velocity straight line, VCL-velocity curvilinear.

Skupina Kontrola Diquat Lutein Diquat: Lutein
I Pocet prumer Pocet prumer Pocet prumer Pocet prumer

Proménna ) sm. n) sm. ) sm. ) sm.

odchylka odchylka odchylka odchylka
VAP 18 65.393 15 62.186 17 71.081 18 65.765
24.186 30.957 29.650 25.968
64.339 60.949 70.096 64.822
VSL 18 15 17 18
23.785 30.170 29.263 25.614
VCL 18 67.118 15 64.317 17 72.849 18 67.492
24.560 32.065 30.202 26.043
. - 10.798 11.036 10.946 10.808
délka hlavicky 18 3342 15 4931 19 2 492 16 4.476
flf"lk.a s.tvf’edni 18 31.497 15 31.002 19 30.286 16 28.922
Casti biciku 10.120 14.216 8.212 12.798
(vif’:lk.a l}!:’avni 18 19.072 15 21.873 19 23.811 16 23.812
Casti biciku 6.868 11.339 8.718 12.583
61.367 63.910 65.043 63.542
lkova délk: 1 1 1 1

celkova delka 8 19.168 > | g7 | isam | 26577
podil ??norm. 18 0.062 15 0.046 18 0.052 16 0.059
spermil 0.049 0.026 0.0264 0.0430
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Ptiloha 7: Primérné hodnoty a smérodatna odchylka vSech proménnych naméfenych po
experimentu v roce 2012. Seznam pouzitych zkratek: VAP-velocity average path, VSL-velocity
straight line, VCL-velocity curvilinear.

Skupina Kontrola Diquat Lutein Diquat:Lutein
Proménns Pocet prumer Pocet prumer Pocet prumer Pocet prumer
m | smoofo@ | smo @) S (n)
odchylka odchylka odchylka S G3E

VAP 17 66.553 14 59.898 17 64.861 13 64.073
26.807 30.749 28.657 33.440
VSL 17 65.021 14 58.385 17 63.489 13 62.809
26.404 29.935 27.905 32.790
VCL 17 68.900 14 62.594 17 67.002 13 66.650
27.423 32.033 29.468 34.557
ﬁf;lé?ék 18 10.711 15 11.005 18 10.815 16 10.928
Y 3.316 4,917 3.369 4537
gg;lt(iabsitél;’le((lllni 18 31.575 15 30.567 18 29.440 16 27.465
10.057 14.186 10.692 12.921
gg;ltciabri\é?l\(/:i 18 19.610 15 22.893 18 25.143 16 26.135
6.928 11.960 11.007 14.223
celkova délka 18 61.897 15 64.465 18 65.399 16 64.528
19.351 28.997 20.803 26.914

podil
abnorm. 18 0.039 1 0.036 17 0.042 15 0.062
spermii 0.0303 0.0254 0.0332 0.0347
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Ptiloha 8: Korelace mezi vSemi funkénimi vlastnostmi méfenymi pro rok 2012

PRE.head
PO.head
PRE.mid
PO.mid

PRE tail

PO tail

PRE total
PO.total
PRE.abnorm
PO.abnorm

PO.VAP ’ / 5
Po.vsL & / y 4 08
PRE.VCL / ’ / i

NNV NN Pover

PRE.head / / L 0.2
PO.head / / .
PRE.mid / / \\
PO.mid / / \\ | 02
PRE tail \\ / / ’
PO.tail ‘\ / / ’
PRE.total ’ ’ /
PO.total ’ ’ /

PRE.abnorm Fa -0.8
PO.abnorm ' 4 (‘u" /

Seznam pouzitych zkratek: PRE-data namétena pred experimentem, PO-data naméfena po experimentu,
VAP-velocity average path, VSL-velocity straight line, VCL-velocity curvilinear, head-délka hlavicky
spermie, mid-délka stiedni ¢asti bi¢iku spermie, tail-délka hlavni ¢asti bi¢iku spermie, total-celkova délka
spermie, abnorm-podil abnormalnich spermii v ejakulatu.
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