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Social insect is known for its unique caste system, coherence and effective division
of labor, but also for the extreme longevity of reproductive individuals in comparison with
asexual castes. Although mechanisms leading to lifespan differences between reproductive
and non-reproductive castes of social insects are not sufficiently explained, one of the
longevity determinants might be telomere length and activity of telomerase as the most
common mechanism of telomere length maintenance. Telomere length belongs to general
indicators of organismal lifespan. This work is focused on monitoring of telomerase activity
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Rhinotermitidae) showing up-regulation of telomerase in reproductive castes.
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1 Uvod

Na svété najdeme zhruba 15 000 druhi spole¢enského (eusocialniho) hmyzu, 10 000
druhti tvoii mravenci, 3 000 termiti a zbytek ¢melaci, vosy a nékteré skupiny vcel, tfasnének
a mSic (Holldobler and Edwadr 1997). Spolecensky hmyz se vyznacuje kastovnim
systémem, ktery nema u ostatnich organizmti obdoby. Tento hmyz neni zajimavy jen svym
jedinecnym kastovnim uspoiadanim, vzajemnou soudrznosti a efektivni délbou prace, ale
v nékterych piipadech také extrémni dlouhovékosti pohlavnich jedinct ve srovnani s jedinci
nepohlavnich kast, zejména pak u kraloven socidlné pokrocilych zastupci mravenct,
eusocialnich vcel (véetné véely medonosné) nebo krald a kraloven termiti. I kdyz
mechanismy dlouhovékosti pohlavnich kast spole¢enského hmyzu nejsou dosud dostate¢né
vysvétleny, jako jedna z determinant dlouhovekosti u téchto jedinci mulze byt podle
nékterych teorii délka telomer a mechanismy, které tuto délku ovliviiuji. Telomery totiz patii

k obecnym ukazatellim teoretické délky zivota jedince.

Tato prace, ktera se zamétuje na aktivitu telomerdzy v riznych stadiich, kastdch a
organech termita Prorhinotermes simplex (Isoptera: Rhinotermitidae), vznikla na zakladé
spoluprace mezi Entomologickym tstavem AV CR v Ceskych Budg&jovicich (tym vedeny
Dr. Radmilou Capkovou Frydrychovou) a tymem Dr. Roberta Hanuse z Ustavu organické

chemie a biochemie, Akademie véd Ceské republiky.

1.1 Teorie starnuti

Otazky starnuti, délky Zivota a jeho pfi¢in a omezeni nebyly zatim dostate¢né
vysvétleny a pies celou fadu teorii a hypotéz se nazory védcii na proces starnuti rizni.
Obecné je biologickd senescence vniména jako vékové specificky pokles fyziologického
stavu a kondice (Bonsall 2006). Délka zivota se nelisi jen mezi jednotlivymi druhy, ale i
mezi jedinci stejného druhu. Toto zjisténi vedlo ke stanoveni terminu tzv. ,,biologicky vek®,
ktery zohlediiuje zdravotni stav jedince v kontextu jeho zivotniho prostiedi a celkové
zivotospravy. Tento veék se lisi od tzv. ,chronologického véku®, ktery je zalozen na
skute¢ném stafi konkrétniho jedince (Klemera and Doubal 2006, Hayward et al. 2009).

VétSina teorii, které se snazi vysvétlit proces starnuti, se shoduje, Ze druhové specificka



délka Zivota neni ziejm¢ jen pasivnim vysledkem pisobeni vnéjsich a vnitinich faktord, ale

jde o pomérné jemné regulovany proces (Stearns 1992, Kirkwood 2005).

Jednou z vlivnych evolu¢nich teorii starnuti je Teorie antagonistické pleiotropie,
ktera predpoklada, ze prirozeny vybér upfednostiiuje geny, které jsou pro dany organismus
prospésné v rané fazi zivota, a to navzdory tomu, ze v pozdé€j$im véku tyto geny urychluji
proces starnuti a prispivaji tak k zaniku daného organismu (Medawar 1952). Tato teorie ale
narazi na problém, ze neexistuje piili§ jasnych piikladii antagonisticky pleiotropnich gent,
které by ji potvrdily (Blagosklonny 2010). Druhd vyznamna teorie, tj. teorie akumulace
mutaci, tvrdi, Ze proces starnuti mohou urychlovat Skodlivé mutace, které se v priabchu
Zivota v genomu postupné hromadi, nicméné projevuji se az v postreprodukénim véku a
nejsou tedy vystaveny piimému piisobeni pfirodniho vybéru. Dalsi z teoretickych konceptil
je zalozen na ptedpokladu, ze ucinna reprodukce si konkuruje s udrzovanim somatickych
tkani, tedy Ze investice do rozmnozeni jde na tkor somatické udrzby a tim urychluje proces
starnuti (Disposable soma) (Medawar 1952, Kirkwood and Rose 1991). Souhrnné Ize ov§em
konstatovat, Ze tyto tfi tradi¢ni teorie se ve svych zévérech shoduji v tom, ze starnuti vyplyva
z adaptivni rovnovahy mezi rychlosti poskozeni téla a procesy, které naopak télo ,,opravuji

a udrzuji.

Vedle evolucnich teorii starnuti existuje Siroka paleta tzv. funkénich teorii, které se
zam¢iuji na konkrétni potencialni fenomény starnuti, jako je napt. poSkozeni bunék, které
mohou ovliviiovat rychlost starnuti, a tim 1 rozdil mezi skute¢nym ,,chronologickym* a
»biologickym* veékem jedince. Snad nejznaméjsi teorii je Teorie volnych kyslikovych
radikalii, kterd predpoklada, Ze t€lo starne nasledkem bunécnych a tkanovych posSkozeni
zpusobenych volnymi radikaly. Volné radikaly jsou obecné molekuly ¢i atomy, které
obsahujici volné neparové elektrony. Jsou proto znacn€ reaktivni, reaguji s okolnimi
molekulami biologickych systémt a tim poskozuji jejich strukturu a funkénost (Harman
2009). Volné kyslikové radikaly vznikaji v organismu bud jako vedlejsi produkty
metabolismu, zejména bunécného dychani, ¢i jsou produkovany cilen€, napf. v rdmci
procesu detoxikace xenobiotik cytochromem P450 ¢i bilymi krvinkami pro zneSkodnéni
ptitomnych patogenti (Goeptar et al. 1995). Za normalnich okolnosti je hladina volnych
radikaldi udrZzovana na optimalni fyziologické Urovni, a to prostfednictvim antioxidacnich
mechanismu, jakymi jsou pfedev§im aktivita katalazy ¢i superoxid dismutazy (Ross 1988).
Stav, kdy hladina volnych kyslikovych radikdli prevySi kapacitu antioxidac¢nich

mechanismi, je oznaovan jako oxidacéni stres (Mittler 2002). Teorie volnych kyslikovych



radikali byla zdokonalena Teorii oxidacniho stresu a Pacemakerovou teorii ,,genetickych
hodin®“. Tyto teorie naznacuji, ze oxidacni stres je zdrojem kumulativnich poskozeni bunék
v case (Weber 2000, Hulbert 2003). Tyto mechanismy poskytuji vysvétleni i pro kdysi
popularni teorii The rate of living, ktera pifedpoklada, ze ¢im rychlejsi je metabolismus, tak
tim je krat$i doba zivota (Fontana and Partridge 2015). Stejné tak podporuji i hypotézu, ktera
predpokladd, Ze snizeni piijmu Zivin miize proces starnuti zpomalit ¢i zmirnit negativni
projevy starnuti (kaloricka restrikce) (Bignell et al. 2014). Ptikladem jsou signaliza¢ni drahy
inzulinu (IIS) a rapamycinu (Target of rapamycin, TOR), které v navaznosti na hladinu zivin
reguluji bunécnou proliferaci a riist organismu. Snizenim aktivity téchto signalnich drah
Vv pribe&hu dospélého véku dochazi ke zpomaleni procesu starnuti jak v savc€ich, tak hmyzich
modelovych systémech, ¢i v bunéénych kulturach (Partridge et al. 2011, Fontana and
Partridge 2015). Jak kinaza TOR, tak insulinové receptory jsou charakterizovany jako
antagonisticky pleiotropni geny neboli také gerogeny, tedy obecné geny podporujici starnuti
(Blagosklonny 2010). V souvislosti s aktivitou gerogend je v literatuie zminovana teorie,
kterd starnuti popisuje jako tzv. zdanlivy ¢i quasi-program, podle néjz je senescence
dospé€lého organismu jen negativnim piezitkem aktivity gerogentl, které by spravné mély byt
aktivni jen v nedospélém organismu (Blagosklonny 2013). V kontrastu s quasi-programem
existuje teorie programovaného starnuti, ktera predklada, ze starnuti je programovanym
procesem fizenym postupnym zesilovanim exprese urcitych genli ¢i naopak postupnym

tlumenim gent jinych (Blagosklonny 2010).

Jednim z fenoménti hojné skloniovanych a extenzivné studovanych v souvislosti se
starnutim je délka a udrZzba nukleoproteinovych struktur na koncich eukaryotnich
chromozomt, tzv. telomer. Ve zkratce feCeno, existuje Sirokd podpora teorie, zejména ze
studii na obratlovcich, véetné savcu a ¢lovéka, ze délka zivota na Grovni bunék a tkani a
intenzita projevl starnuti na trovni jedince je do jisté miry dana délkou telomer a aktivitou

jevi, které jejich délku pozitivné ¢i negativné ovliviiuji a reguluji.

1.2 Objev telomer

Vyzkum telomer se v souvislosti s procesy starnuti a fadou civiliza¢nich onemocnéni
stal v poslednich tfech dekadach velmi popularnim tématem. Nicméné, zasadni vyznam
telomer z hlediska stability genomu a zivotaschopnosti buniky byl popsan jiz mnohem dfive.

Jiz na konci 30. let minulého stoleti si Hermann J. Muller u octomilek (Muller 1928) a



Barbara McCintockova u kukutice (McClintock 1938) vsimli, ze se piirozené konce
chromozomt chovaji jinak nez chromozomalnich zlomy vyvolané napf. rentgenovym
zatfenim. Na rozdil od pfirozenych chromozomovych koncu, které se jevily jako zcela
stabilni, chromozomalni zlomy vykazovaly vzajemné faze. Tim Muller dospél k
piedpokladu, ze se chromozomové konce od vnitinich ¢asti chromozom 1isi a pojmenoval
konce chromozomi jako telomery zfeckého telos — koncovy a meros — cast. DalSim
milnikem byl objev Leonarda Hayflicka a Paula Moorheada v roce 1961, kteti zjistili, ze
normalni lidské bunky rostouci v kultufe se nemohou mnozit neomezen¢, ale bylo zdhadou,
diky jakému mechanismu bunky ,,védi“, jak jsou staré, i kdyz jsou obklopené mladymi
buitkami. Az s prichodem modernich metod molekularni biologie, které nastartoval objev
struktury dvousroubovice DNA, objasnéni mechanismu replikace DNA a ptedevSim ndstup
sekvenovacich metod v sedmdesatych letech, bylo mozné vyzkum konc chromozomu
posunout na molekuldrni Groven. V té dobé na scénu pfichazi Elizabeth Blackburnovou,
ktera spolu s Carol Greiderovou a Jackem Szostakem obdrzela v roce 2009 Nobelovu cenu
za lékatstvi a fyziologii za objev telomerdzy, tedy enzymu, ktery telomery syntetizuje.
Vzhledem ke zjiSténi, ze vysoké hladina telomerdzy u nddorovych bunék zajiStuje jejich
neomezené déleni a tim nesmrtelnost, a Zze naopak snizend aktivita telomerdzy souvisi
s urychlenym starnutim organismu a vznikem fady civilizacnich onemocnéni (Fajkus and
Sykorova 2010), se stal vyzkum telomer a telomerazy jednou z prioritnich zéleZitosti

biologie.

1.3 Telomery a telomeraza — jejich struktura a funkce

Telomery jsou DNA-proteinové komplexy nachazejici se na koncich chromozomi
eukaryotnich organismii. Vé&tSinou se skladaji z kratkych telomerickych repetic, jako je
repetice sekvence (TTAGGG), u obratlovci ¢i (TTAGG), u bezobratlych véetné vétSiny
v tomto ohledu prozkoumanych skupin hmyzu (Frydrychova et al. 2004, Korandova and
Frydrychova 2016, Mason et al. 2016). Telomery chrani chromozomy proti poskozeni
genomu, a to konkrétné proti degradaci koncovych oblasti chromozom, chromozomalnim
fizim nebo piipadné nevhodné rekombinaci chromozomu. VSechny tyto procesy mohou mit
fatalni nésledky a vést k nerovnovaze v genetickém obsahu dé€licich se bunék nebo az ke
ztraté genetické informace (Blackburn 2005).

Vyznamnou funkci telomer je ochrana proti zkracovdni chromozomi (Greider,

1997). Bézné DNA polymerazy totiz nejsou schopné uplné replikace koncti chromozomd,



¢imz s kazdym cyklem replikace dochazi ke zkraceni termindlniho konce DNA molekuly
(Shay and Wright 2000). Postupné zkracovani délky telomerické DNA muze fungovat jako
tzv. molekularni hodiny udavajici pocet moznych déleni, kterymi muze dana bunka jesté
projit. Pokud telomerickd délka je zkracena az ktzv. Hayflickovu limitu, dochazi
k zablokovani bunécného d€leni a nastava stav bunécné senescence, tedy bunééné starnuti
(Olovnikov 1996). Bunééné deleni muze byt opétovné obnoveno, je-li telomericka délka
renovovana, a to nékterym z tzv. telomerickych kompenzac¢nich mechanismii. Jedné se o
mechanismy, které, V zavislosti na proliferatnim statusu buiky ¢i vyvojovém stadiu
organismu, telomery prodluzuji a tim buiice umoznuji dodate¢na bunécéna déleni.
Nejcastéjsim kompenza¢nim mechanismem je aktivita telomerazy (Greider 1996).

Telomeraza se skladd z nékolika podjednotek, nicméné hlavni podjednotky jsou
TERT a TERC. TERT (telomerase reverse transcriptase) nese reverzné transkriptazovou
aktivitu, zodpovédnou za samotnou syntézu telomerické DNA. Podjednotka TERC
(telomerase RNA component) je tvofena molekulou RNA, ktera podjednotce TERT slouzi
jako templat pro syntézu telomerické DNA. Za normdlnich okolnosti je aktivita telomerazy
ptisné regulovana a koreluje s proliferaci bunky (Flores et al. 2006).

U dospélého clovéka je u vétSiny somatickych bungk aktivita telomerazy nulova nebo
velmi nizka, aktivita telomerazy zlstava vysoka jen v proliferaéné aktivnich bunkach, jako
jsou napt. bunky zarode¢né ¢i kmenové (Gomes, Shay, & Wright, 2010). Postupny pokles
telomerazové aktivity v pribéhu vyvoje byl zaznamenan také u zastupce hemimetabolniho
hmyzu - $vaba Periplaneta americana, stim, Ze mezi prvnim a poslednim vyvojovym
instarem byl v telomerazové aktivité pozorovan zhruba dvacetinasobny rozdil. U dospélych

Svabl byla telomerazova aktivita nejvyssi u gonad (Korandova et al. 2014).

1.4 Jak souvisi telomeraza s dlouhovékosti?

Pokusy na obratlovcich a ¢loveéku dokazuji, ze diky své piisné vyvojové a tkanove-
specifické regulaci je telomeraza spjata s procesem starnuti (Prowse and Greider 1995).
Aktivita telomerazy je vysokd v zarodecné linii a embryonalnich bunikéch, a naproti tomu je
snizovana v somatickych bunikach v dospélém veéku (Sahin and DePinho 2012). Kdyz je
telomerdza experimentaln¢ potlacena nebo aktivovana, snizuje Se ¢i naopak se prodluzuje
délka zivota bun¢k (Bodnar et al. 1998). Udrzovani telomer hraje zfejmé roli pfi signalizaci
bunécného starnuti, ale jak je tomu vramci celého organismu, nebylo dosud ptesné

objasnéno. Pfi vyzkumu mysi, kterym byl pomoci genové terapie exprimovan TERT, bylo



zjisténo, Ze u téchto mysi byl prodlouzen prumérny vék az o 24 % (Bernardes de Jesus et al.
2012). Zkouman byl také vliv telomerazy na lidské bunky in vitro, kdy se po transfekci
lidské TERT telomery prodlouzily a prodlouzil se i zivot danych bung¢k, a to o 20 replikaci
ve srovnani s negativni kontrolou, ve které doslo naopak ke zkraceni telomer a senescenci
(Bodnar et al. 1998). Rovnéz studium telomerické délky u zebii¢ek ukazalo, ze telomericka
délka v rané fazi zivota muze slouzit jako ukazatel délky zivota daného jedince (Heidinger et
al. 2012). Udrzovani telomer hraje ziejmé roli pii signalizaci bunééného starnuti, ale piesné

mechanismy na urovni celého organismu nejsou dosud znadmy.

1.5 Dlouhovékost socialniho hmyzu a aktivita telomerazy

V ptirodé bézné plati fenomén, ktery je v anglické literatute popisovany jako ,,cost of
reproduction® v pfekladu cena za rozmnozeni. ZjednoduSené lze fici, Ze pokud jedinec
investuje do vlastniho rozmnozeni, tak tim snizi svoji vitalitu a vlastn€ i délku zivota. Tento
vztah mezi reprodukci a dlouhovékosti je pozorovan u mnoha rozmanitych organismii, ale
S jednou podstatnou vyjimkou, a to spoleCenskym hmyzem. Jedinci schopni reprodukce u
socialntho hmyzu dosahuji dlouhovékosti bez sniZzené plodnosti v porovnani s ostatnimi
kastami, které se nerozmnozuji (Tasaki et al. 2017). Tento fenomén je velmi dobie
zmapovan u vcel, jejichz kralovna je schopna vyprodukovat v sezoéné az nékolik tisic vajicek
denng, a ptfitom v porovnani s dé€lnici, kterd se nerozmnozuje, mize zit az 60x déle. U vos a
véel se kralovna doziva 4-8 let, u termitd a mravencii to miZe byt aZ neuvéfitelnych 30 let
zivota (Carey and Carey 2001). To je vice neZ stonasobek primérné délky zivota solitérné
of reproduction® naznacuje, Ze socidlni hmyz ma vyvinuty mimotadny proti-starnouci

mechanismus.

Aktivita telomerazy u socidlni hmyzu byla zatim studovdna jen velmi omezeng.
Jedna studie byla provedena u mravencl a jeji vysledky ukazuji velké rozdily v aktivité
telomerazy mezi kratkovékymi samci a dlouhovékymi samicemi mravence Lasius niger,
ptiCemz mezi kralovnami a délniky nebyl rozdil zadny (Jemielity et al., 2007). U dalsiho
druhu Harpegnathos saltator byly vyznamné rozdily zméfeny v expresi TERT mezi
dlouhovékym plodnymi délnicemi a sterilnimi délniky (Bonasio et al., 2010). Dalsi nedavna
studie provedena v nasi laboratofi se zaméfovala na aktivitu telomerazy jednotlivych kast u

vcely medonosné. Studie prokazala, ze v prubéhu vyvoje délnic a trubct je telomerazova



aktivita relativné vysokd v embryich a Ze v dal§im vyvoji, tedy v pribéhu vyvoje larvy a
kukly, je aktivita telomerdzy snizend. OvSem, v porovnani s dé€lnicemi a trubci, je
telomerazova aktivita zvySena u kraloven, a to v jejich larvalnim stadiu ¢i v dospélém veku
v mozku a tukovém télese (Korandova & Frydrychova, 2016, nepublikované udaje). Na
ptikladu vcely medonosné lze spekulovat o tom, Ze regulace telomerazy souvisi u socidlniho
hmyzu s jeho kastovni diferenciaci, a tedy s rozdily v dlouhovékosti mezi reprodukénimi a
nereproduk¢énimi  jedinci. U termitd, tedy hemimetabolniho hmyzu S propracovanym
kastovnim systémem a az extrémnimi rozdily v dlouhovékosti, telomerazova aktivita dosud

studovana nebyla.

1.6 Eusocialita a kastovni systém termiti

Rad termitt (Isoptera) je pomé&mé maly, &itajici néco pies 2800 druhti (Abe et al.
2000). Vsechny popsané druhy termitll jsou eusocialni s vice ¢i méné komplikovanym
kastovnim systémem. Existence kazdého individua je uzce provazana s existenci vysoce
organizovaného spoleCenstva. I kdyz spolecenstvo termitd svou hierarchii a zivotem zietelné
konverguje s eusocialnimi spolecenstvy hmyzu, jako napi. se v€elami ¢i mravenci z fadu
blanokiidli (Hymenoptera), tak cesta k eusocialité téchto dvou evolu¢né velmi vzdéalenych
fada byla rozdilna (Wilson 1971). Hlavnim rozdilem je utvaieni a regulace polymorfismu, na
rozdil od haplodiploidnich blanokiidlych (Hymenoptera) jsou obé€ pohlavi termit diploidni
(Thorne 1997). Matky a délnice blanok#idlych jsou diploidni a samci (trubci) jsou haploidni.
To znamenad, Ze trubci se rodi z neoplozenych vajicek a maji jen jednu sadu chromozomi od
matky. Pfi meidéze u samcii nemiize dochazet k rekombinaci a ndhodnému rozchodu
chromozoml, proto je genom jejich spermii naprosto shodny, tim samci pfedavaji dceram
vSechnu svou genetickou vybavu, coz ma za nasledek, Ze jsou si sestry mezi sebou navzajem
pfibuznéjsi nez s vlastnimi potomky. Tim haplodiploidie umoZznila blanokiidlému hmyzu
sniZit genotypovou variabilitu pfibuznych jedinch a diky tomu oteviela cestu k evoluci

socialniho chovani (Hamilton 1964, Forman and Kral 2010).

Termiti haplodiploidni nejsou, a tak ke snizeni genotypové variability zajistujici veétsi
pfibuznost mezi jedinci museji vyuZzivat jiné mechanismy, nez vyuZivaji vcely, ostatné
podobné jako nékteré eusocialni rody rypost (Heterocephalus, Cryptomys) ¢i motskych
kory$t (Synalpheus). Termiti ke snizeni genotypové variability vyuzivaji stabilni
translokaéni heterozygotnost (komplexni heterozygotnost) (Forman and Kral 2010). Vznik
eusociality u termitt podporuji také podminky prostiedi, hnizdni a potravniho chovani, jako

napf. rodinna soudrznost, stanovisté bohatd na potravu, pomaly vyvoj, monogamie, piesah



generaci, piilezitost pro dédéni hnizda potomky, vyhody skupinové obrany proti predatorim
a nutnost horizontalniho ptfenosu stievni symbiotické fauny z jedince na jedince po kazdém

svlékani (Hamilton, 1964).

I pfes vzdaleny vyvoj termiti a blanoktidlych je zde urcitd podobnost v délbé prace
¢ili rozdéleni reprodukénich, obrannych, pecovatelskych a stavebnich funkei mezi jednotlivé
kasty. Tato podobnost se odrazi i v totozné terminologii pro pojmenovani jednotlivych kast
(dé€Inik/d€lnice, vojak, kral/kralovna). DalSim rozdilem termitti od blanokiidlych je odlisny
vyvoj jedinct. Termiti maji proménu nedokonalou a do kazdého stadia se musi tzv.
,»svléknout, zatimco blanokfidly hmyz ma proménu dokonalou a z kukly se lihne ,,dospély*
ptislusnik uréité kasty, ktery jiz nema moznost diferenciace v jinou kastu (Gupta 1991,
Noirot and Bordereau 1991). U blanokiidlych je pfislusnost k dané kasté dana Caste¢né
geneticky (haploidni trubec vs. diploidni samice), V pfipadé samic i vyzivou. U termit neni
prislusnost k urcité kast¢ dana geneticky a kazdy jedinec nese tzv. totipotentni genom
S obsahem vSech vyvojovych programi jednotlivych kast a kazdy jedinec mé v larvalnich
stadiich ,,otevienou® cestu do kazdé kasty. Rozhodnuti, do které kasty se konkrétni jedinec
vyvine je dano komplexnim piisobenim vnéjsich, socidlnich, ale i vnitfnich faktorti jako
napf. potrava, klima, velikost kolonie, ptisobeni feromont a vnitinich endokrinnich vlivii na

genovou expresi jednotlivych vyvojovych programii (Hanus and Sobotnik 2004).

1.7 Systematika termita

Podle systematiky byva tad termitl nejastéji Clenén na sedm Celedi:
Mastotermitidae, = Kalotermitidae, Hodotermitidae, Termopsidae, Rhinotermitidae,
Serritermitidae a Termitidae. Na zéklad¢ potravni ekologie a rozdilnych stfevnich symbiontl
d€lime termity na tzv. nizsi a vyssi (,,Jower and higher termites®). Do niz$ich termitli patii
vSechny celedi kromé& nejpocetnéjsi Termitidae (pfes 2000 druhti). Niz§im termitim
pomahaji travit potravu bicikovci (Hypermastigida) a bakterie. Vyssi termiti postradaji
bi¢ikovce a ve stfevé maji jen symbiotické bakterie degradujici celulozu (Bignell et al.
2014). Jedineénym znakem vSech termiti je spole¢né latkové slozeni potravy s pievahou
buni€iny (celuldzy), jejiz zdrojem byva hlavné dievo, a to predev§im mrtvé, piipadné Zivé,
které je napadené houbami a bakteriemi (Noirot and Noirot-Timothée 1969). Nekteré
skupiny, jako napt. ¢eled’ Hodotermitidae, alternativné konzumuji listy strom, travin a opad

v okoli hnizda. Humusem ze zbytk rostlin se zivi cela fada vysSich termitil, napf. néktefti



zastupci podceledi Termitinae, Nasutitermitinae a vétSina druhd podceledi Apicotermitinae
(Noirot and Noirot-Timothée 1969, Myles 1999). Kromé vlastniho enzymatického aparatu a
symbiotickych organizmi pomaha s travenim celulozy také aktivni hledani potravy
napadené houbami nebo piimo symbiotické souziti v podob& péstovani hub piimo
v termitisti (Termitidae: Macrotermitinae) (Sands 1969). Je zajimavé, Ze jedinec s kazdym
prodélanym svléknutim ztraci své pfirozené stfevni symbionty. U nizSich termitd je Castd
tzv. analni trofalaxe, coz je vzajemné krmeni natravenou potravou, které umoziuje doplnit
sttevni symbionty po kazdém svléknuti. Tento fakt o nezbytnosti vzajemného kontaktu
podpofil vznik hypotézy o vzniku termiti eusociality (Honigberg 1970). Neni jisté, zda je

wevr

jeden z kli¢ovych faktort (Shellman-Reeve 1997).

1.8 Kastovni usporadani termiti

V termiti terminologii je pojem imago neboli adultni stadium pouzivano pouze pro
pohlavni jedince s plné vyvinutymi kiidly (alat) ¢i pro jedince, kteti sva kiidla jiz ztratili
(dealat). Ostatni kasty jsou povaZovany za nedospé€lé jedince. Maji totiZ prothorakalni zlazy,
které¢ produkuji svlékaci hormon ekdyson, ¢imz si zachovavaji moznost dal§iho svlékani
(Noirot et al. 1985). Pojem nymfa se uziva u jedinci se zaklady ktidel z vyvojové linie
sméfujici k okfidlenym jedincim. Larvou nazyvame jedince bez kiidel v ranych stadiich
vyvoje. Do této kategorie patii jedinci vedouci k délnici kaste, ale také bezkiidli velmi mladi
jedinci reproduktivni linie. Sterilni kasta vojakt, ktera zajiSt'uje obranu hnizda, vede ptes
piechodné stadium tzv. bilého vojaka, ktery sice nese znaky dospélého vojaka (Obr. 1), ale
postrada pigmentaci a jeho kutikula neni plné sklerotizovana (Timothy G. Myles, 1986).
Dé¢lniky mizZeme rozdélit na pravé a nepravé. Pravy délnik je jedinec, ktery jiz nema
moznost se diferencovat v okfidleného dospélce. Tyto jedince nachazime u vSech vyssich
termitl a U nékolika podceledi niZSich termit. U ostatnich linii nizsich termitii vykonavaji
pracovni funkci pozdni larvalni a nymfélni instary. Zde nardzime na pojem nepravy délnik,
ktery byva nazyvan i pseudergat (Grasse, 1947). Jde o jedince (Obr.1) s morfologii larvy se
zachovanou moznosti se vyvijet vimago. Tento jedinec je v tzv. stacionarni fazi, coz
znamend, ze 1 kdyz se nadale svlékd, jeho morfologie ziistava stejnd. Pseudergat mize
vzniknout také z nymfy, ktera prodé€lala tzv. regresni svlékani, pfi kterém ztratila zaklady

ktidel (Myles 1999).



Pohlavni jedinci, coz jsou jedinci schopni reprodukce, se mohou vyvinout z riznych
kast v rizném stadiu vyvoje. Mezi n¢ patii primarni pohlavni jedinci, coz jsou imaga, ktera
opoustéji rodnou kolonii a po svatebnim letu (po némz u nich dochazi k odlomeni kiidel),
vytvareji par a jako kral a kralovna zakladaji novou kolonii. Dilezitym znakem primarnich
pohlavnich jedincti jsou proto slozené oc€i a zprvu i ptitomnost kiidel (Korb and Hartfelder
2008). Ostatni pohlavni jedince nazyvame jako sekundarni, protoze nejsou zakladateli
novych kolonii, nybrz se rozmnozuji v ramci rodné kolonie. Mezi n¢ fadime také neotenické
pohlavni jedince (Obr.1), kteti vznikaji z nedospélych stadii, tj. larev, nymf, d¢lnika ¢&i
pseudergatti. Na rozdil od primarnich oktidlenych reprodukénich jedinci nemaji plné
vyvinuté slozené oci, jsou od pocatku bezkiidli a zachovavaji si nékteré juvenilni znaky
(Korb and Hartfelder 2008). Neotenici jsou reprodukéné aktivni jedinci, ktefi vznikaji bud’
jako nahradni pohlavni jedinci, slouzi tedy jako nahrada za uhynulého krale ¢i kralovnu,
nebo slouzi jako doplitkovi pohlavni jedinci a stavaji se plodnymi i v pfitomnosti primarniho
paru. Neotenicti jedinci se netcastni svatebniho letu a jsou zaznamenani zhruba u 60 % rodu

nizsich termit. U vysSich termitt jsou vzacni (Myles 1999).

1.9 Zivotni strategie termiti

Mnoho studii ukazuje, Ze uspofadani kast je zdvislé na potravnich a hnizdnich
strategiich jednotlivych druht termitd (Higashi et al. 1991, Shellman-Reeve 1997, Traniello
and Rosengaus 1997, Myles 1999), s tim, Ze se stabilitou potravnich zdroji a celkové se
stabilitou prostfedi roste dlouhovékost a perzistence kolonie (Higashi et al. 1991). S tim
souvisi 1 nasledujici rozdéleni termiti na zékladé¢ stability zdroji na termity jednoduchych
kolonii (v anglictin€ tzv. single-site nesters), rozvétvenych kolonii (tzv. multiple nesters) a
centralnich kolonii (tzv. central nesters). U tohoto rozd¢leni je klicové, Ze termiti
ktery svou velikosti limituje délku Zivota celé kolonie. Ostatni typy maji hnizdo a potravni
zdroje oddélené, a tak nejsou ptimo limitovani objemem potravy ve svém hnizdé (Shellman-

Reeve, 1997).

Termité ze skupiny jednoduchych kolonii maji az na vyjimky (kral, kralovna a finalni
instar vojakll) vysoce flexibilni kastovni vyvoj a mohou podle potfeby nastoupit né¢kolik
riznych smért vyvoje az do pozdnich instarti. Tato adaptace je zifejme reakci na nestabilni a

omezené zdroje potravy (Higashi et al. 1991, Shellman-Reeve 1997). Zaroven u nich chybi
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kasta pravého délnika a pracovni tlohy vykonévaji pseudergati, larvy a nymfy. Navzdory

omezené dob¢ vyvoje kolonii mohou pohlavni jedinci zit n€kolik let (Thorne et al. 2002).

Obr. 1. Vyvojova stadia termita P. simplex. A. Vajicka, larvalni stddia L1-3 a délnik (pseudergat)
(znazornéno zleva doprava). B. Vyvoj vojaka — stadium bilého vojaka, vojak prvni den po svleku a kone¢né
stadium zralého vojéaka (zndzornéno zleva doprava). Patrna je zména sklerotizace a pigmentace kutikuly béhem
vyvoje vojaka. C. Vyvoj neotenika — mlada samice, mlady samec, zrala samice, zraly samec (znazornéno zleva
doprava). Mladi neotenici na obrazku jsou zhruba tyden po svleku. U zralych jedinci je patrnd vyrazngjsi

pigmentace kutikuly.

Do kategorie termiti rozvétvenych Kkolonii patii napf. rody Coptotermes,
Reticulitermes, Heterotermes (Rhinotermitidae) a nékteré rody Termitidae. Tito termiti maji
rozveétvenou kolonii obyvajici nékolik hnizd, které jsou propojené systémem tunelil a cest.

Tento systém vymezuje rozsahlou oblast, ve které se nachazeji zdroje potravy. Najdeme zde
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druhy obyvajici klady a patrezy, ale i podzemni druhy termitl. Specifikem této kategorie je
uzka vazba na pudu, ktera slouzi jako hnizdni substrat a prostor pro podzemni tunely (Gay
and Callaby 1970, Noirot 1970). Tato zivotni strategie umoziniuje velkou stabilitu kolonie a
s tim spojenou dlouhovékost kolonie a velky pocet jedinct v ramci kolonie (vice néz milion)
(Gay and Callaby 1970, Jones et al. 1988). U téch to termitli najdeme pravé délniky a
flexibilita kast je ve srovnani s kategorii single-site nesters minimalni (Pawson and Gold
1996). I kdyz tito termité uz nejsou zavisli na jednom kusu dieva, tak dievo stale pfevazuje v
jejich  potravé a roztrousend distribuce tohoto zdroje omezuje stavbu velkych
centralizovanych hnizd. Pohlavni jedinci mohou dle odhadl zit nékolik let (Hanus and
Sobotnik 2004).

V Kategorii termitl s centralnimi koloniemi najdeme vétSinu Celedi Termitidae, ale
také druhy celedi Hodotermitidae, ¢ast rodu Coptotermes, rod Schedorhinotermes (oba
Rhinotermitidae) (Shellman-Reeve 1997). Tito termiti stavi slozit¢ strukturovana hnizda
propojena tunely s rozsdhlym potravnim teritoriem. Jejich hlavni slozkou potravy neni jen
dievo, ale také sbiraji semena, plody, listy, kvéty, houby, opad atd. (Krishna and Weesner
1970). Hnizda si buduji na stromech, v substratu nebo v podobé impozantnich nadzemnich
staveb. Materialy pro stavbu hnizda jsou rostlinného ptiivodu, exkrementy nebo hlina (Gay
and Callaby 1970, Noirot 1970). Jedna se o velmi stabilni stavby, které délnici neustale
rozsifuji a prestavuji podle potfeby. Pozoruhodna je také stala teplota a vlhkost uvnitf
hnizda. V takovém hnizd¢ je potrava shromazd'ovéana, skladovana a ptipadné i péstovana
(péstovani hub u Termitidae: Macrotermitinae) (Noirot, 1970). Kolonie téchto termitii mutize
mit velmi dlouhou Zzivotnost (az nékolik desitek let) s poctem jedinct od stovek tisic do
nékolika miliont, vyjimkou u nékterych druhd neni ani pét miliont jedinct (Darlington
1991). Stabilni zdroje potravy a hnizdo maji vliv na uspotadani kast. Dé€lnici jsou sterilni (az
na vyjimky), bez moznosti jakékoliv diferenciace (Traniello and Rosengaus 1997). Ztrata
moznosti vyvinout se v reprodukéni jedince umoznila délnikiim vysokou specializaci
Kk maximalnimu vykonu a praci ve prospéch kolonie (Shellman-Reeve 1997). Pravé u
vysSich termitli byly zaznamenany piiklady extrémné dlouhovekych kraloven, v rekordu
zijicich az dvé desetileti, v odhadech pak i nékolik dekad (Keller 1998, Lepage and
Darlington 2000).
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1.10 Prorhinotermes simplex (Rhinotermitidae: Prorhinotermitinae)

Rod Prorhinotermes zahrnuje 20 druhti termiti s ohniskem vyskytu v jihovychodni
Asii. Nékolik druhii kolonizovalo ostrovni a pobiezni zony vSech biogeografickych oblasti.
P. simplex obyva Novy svét, konkrétné Floridu, Jamajku, Kubu a Puerto Rico. Jde o tropicky
druh termita, ktery najdeme v lesich a mangrovech piibieZznich oblasti a ostrovi. P. simplex
tvofi malé kolonie, které jsou zalozeny v mensich kusech naplaveného dieva a pafezech na
dostate¢né vlhké pud€. Sva hnizda kolonie neopoustéji a jsou limitovany zdrojem dieva,
které hnizdo obsahuje (Scheffrahn et al. 2014). Jedna se tedy o termity jednoduchych kolonii
(Shellman-Reeve 1997). Pro zivotnost kolonie je klicova kvalita a velikost dieva, které
obyvaji. Kolonie je schopna ptezivat v jednotkach let s poétem né€kolika tisic jedinct (Abe
1990). Charakteristikou P. simplex je linearni vyvoj jedinctu s vysokou flexibilitou
individudlniho vyvoje v rizné kasty. VétSina jedincti kromé vojakd a pohlavnich jedinct
muze jit az do pozdnich instari nékolika sméry vyvoje (Obr. 2). Pro tohoto termita je
typicky vyskyt nepravych délnikl tzv. pseudergati (Myles, 1999). U chovnych kolonii na
UOCHB je dokladované doziti pseudergatli zhruba rok, vojaci se doZivaji v priméru o rok
déle, neotenicti jedinci kolem 5 let a zatim nejstarSi pozorovany primarni par je ve véku 17

let.

A

’ f kral a krélovna

vojak \ » nymfa
< 4 i
bily vojak
f neotenicti jedinci
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Obr. 2: Kastovni systém termita pseudergat

P. simplex. Kastovni systém P.

simplex ma nékolik larvalnich L4
stadii, které predchazi délnikim a L3
vojakiim (nereproduktivni kasty) L2
nebo predchazi jako nymfy L1

rimarnim reproduktivnim ¢i

neotenickym jedinctim o

(reproduktivni kasty).
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1.11 Diferenciace kast a vliv hormoni a feromont

Komunikace pomoci feromont je nejrozsiienéjsi cestou pro pienos informaci mezi
jedinci kolonie. Jde o specifické chemické latky emitované jedincem, které mohou
obsahovat celou fadu informaci, napt. o tom, do jaké kasty pfislusnik patii, jakého je
pohlavi, ale také dokazou pulsobit na fyziologii, endokrinni sekreci i genovou expresi
(Karlson and Liischer 1959, Wilson 1971). V distribuci feromon mezi ostatni jedince je
mezi védci mnoho otazniki, ale obecné se predpoklada, ze feromony V kolonii §ifi analni
trofalaxe, a ze feromony, které produkuje kral a kralovna se k ostatnim jedincim $ifi od
délnikt, kteti o kralovsky par pecuji (Nagin 1972). Velkou neznamou je také chemické
sloZzeni a samotna podstata termitich feromont, napt. Liischer usuzoval, Ze feromony jsou
pfimo juvenilni hormony nebo latky jim podobné, které piimo piisobi na genovou expresi,
ale toto podezieni zavrhnul a ptiklonil se k tomu, ze feromony piisobi na endokrinni sekreci

piijemct (Liischer 1960, 1972, 1973, 1977, Myles and Chang 1984).

Urceni kast spocivd v ptusobeni endokrinnich hormond na genovou expresi, ktera
v genomu spusti konkrétni ,,program na vytvoreni té ¢i oné kasty. Nacasovani svleku a
fizeni morfogeneze, ke které néasledné¢ dojde, je ovlivnéno plsobenim sekretl
prothorakalnich ~ Zlaz  (ekdysosteroidy, svlékaci hormon), corpora cardiaca
(prothoracikotropni hormon) a corpora allata (juvenilni hormon). Jedna se o komplexni
endokrinni mechanismy, které se projevuji na rtiznych urovnich, od regulovani hormont
vV hemolymf€, aZz po samotné vyvolani bunééné odpovédi (Miura 2001). Pisobeni a
dynamika zminénych hormoni pifi postembryonalnim vyvoji u hmyzu je pomémné dobie
prozkoumana. Ekdyson, ktery se cyklicky vyléva z prothorakalnich Zlaz, aktivovanych
prothoracikotropnim hormonem, mé za kol synchronizaci svlékani a rozvoj imaginalnich
struktur. Juvenilni hormon zase ovliviiuje morfogenezi pii nasledujicim svlékani. Tento
hormon poméha udrZet vyvojové stadium larvy a jeho nedostatek vede k preméné
Vv dospélce. Hladiny tohoto hormonu s dal$im a dal$im svlékdnim postupné klesaji, coz
umoziuje progresivni vyvoj imag. Juvenilni hormon a jeho hladina v hemolymf€ je
zodpovédna 1 za dozravani gonad u imag, vitelogenezi, kladeni vajicek, spusténi sexudlniho

chovani a také vyznamné ovliviiuje determinaci kast termiti (De Wilde and Beetsma 1982).
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2 Cile prace
Primarnim cilem prace bylo na modelu Prorhinotermes simplex urcit, jestli se telomeraza a
jeji aktivita podili na kastovni diferenciaci termiti a soucasné tim i na regulaci délky Zivota

termitt. Dil¢imi cili bylo:

e Nejprve zméfit a porovnat celkovou aktivitu telomerazy v hlavach a abdomenech
riznych kast P. simplex.
e Poté telomerazu vyhodnotit u jednotlivych orgéant, a to u riznych vyvojovych stadii a

rizn¢ starych jedinct P. simplex.

3 Metodika

3.1 Pivod vzorki

Vzorky termita P. simplex pochazeji z chovii Ustavu organické chemie a biochemie,
Akademie véd Ceské republiky (Praha), a to ptivodné z nékolika kolonii ziskanych v letech
1964-2010 na Kubé a Floridé. Testované vzorky byly odebirdny bud’ pfimo z chovnych
kolonii, nebo z vojakd ¢i neotenikti indukovanych z délnikt (pseudergat) drzenych ve
skupinach v Petriho miskach. Odebrani termiti byli uspani chladem a vypitvani v Ringerové
roztoku. Pii pitvé byl vzdy odstraiiovan travici trakt, jehoZ obsah by mohl ovlivnit
relevantnost vysledkii. Vzorky byly zamrazeny pomoci tekutého dusiku a poté skladovany

pii teploté -80°C.

3.2 Stimulace délniki (pseudergati) K rozvoji ve vojaky ¢i neoteniky

Cely proces byl provadén dle publikované metodiky (Hanus et al. 2006) v Petriho
miskach s vlhkym piskem a kouskem smrkového dieva, pii teploté 26°C. Pro indukci
délnikt ve vojaky byla pouzita skupina bez vojakl, ve které se délnici do tfech tydnt
postupné zacali svlékat v bilé vojadky. Diky kaZdodenni kontrole kolonie bylo mozné
odebirat bilé vojaky (po cca 14 dnech od jejich sviékani z délnikl) jeden den pied jejich
svlékanim ve vojaky (takové jedince lze poznat podle prosvitajicich pigmentovanych
mandibul vojaka ptes kutikulu bilého vojaka). Tito faratni vojaci byli odebrani a dale drzeni

ve skuping¢ 40 pseudergatti.

Neotenici byli indukovani ve skupinach 75 délniki + 15 vojaki. Po zhruba deseti

dnech v takovych skupindch vznikali z délnik prvni neotenici. Ti byli odebirani a dale
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chovéni ve vékov€ homogennich skupinach 25 délnikd + 5 vojékd az do pozadovaného

véku.

3.3 Priprava proteinovych extrakta

Pro vyhodnoceni telomerazy byly vzorky nejprve homogenizovany v 200 pl
extrakéniho roztoku (10 mM Tris/HCI, pH 7.6; 1 mM EGTA; 0,1 mM benzamidine (PMSF),
5 mM 2-merkaptoethanol, 0.5 % (w/v) CHAPS, 10 % (v/v) glycerol, and 40 U/ml RNase
inhibitor). Homogenizované vzorky byly inkubovany zhruba 30 min na ledu a nésledné
centrifugovany pii 12 000 g po dobu 20 min. Po centrifugaci byl odebran supernatant, ktery
byl bud’ hned vyhodnocovan, nebo byl uskladnén pii -80°C.

3.4 Kvantifikace proteinii

Vyhodnoceni mnozstvi celkovych proteini v homogenatech bylo provadéno pomoci

Bio-Rad Protein Assay Kit zalozeného na Bradfordové metodé (Bradford 1976).

3.5 TRAP - telomere repeat amplification protocol

Pro stanoveni telomerazové aktivity byla vyuzita metoda TRAP v kombinaci
s kvantitativni Real-time PCR. Jedna se o metodu bézné vyuZivanou pro stanoveni relativni
aktivity telomerazy zejména u savéich bun¢k a tkani. Metodika pro kvantifikaci telomerazy
specifické k hmyzi telomerické sekvenci TTAGG byla popsana v Korandova et al. 2014.
Principielné se Vvtéto metodé jedna o to, ze oligonukleotid TS (5'-
AAGCCATCGAGCAGAGTT-3’) dodany k proteinovému extraktu slouzi jako substrat pro
detekovanou telomerdzu. Telomerdza se k substratovému oligonukleotidu navaze a
prodluzuje jej postupnym piriddvanim sekvence TTAGG. Mira elongace je nésledné
vyhodnocena pomoci kvantitativni Real-time PCR, a to kombinaci primeru TS s primerem
Bm-CX (5-GTGTAACCTAACCTAACC-3'). Elongacni reakce a kvantifika¢ni reakce
probihaji v jednom sledu v ramci jedné reakce. K reakci byly pouzity primery TS (5'-
AAGCCATCGAGCAGAGTT-3") a Bm-CX (5-GTGTAACCTAACCTAACC-3"). Podle
publikované metodiky (Korandova and Frydrychova 2016) byla reakce provadéna v objemu
25 ul s 5 pmol TS primeru, 5 pmol Bm-CX primeru a 12.5 pl 2x gPCRBIO SyGreen Mix
Lo-ROX (IAB), 10 pg proteinového extraktu. Reakce TRAP a nasledna PCR probihala na
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96 jamkovych destickach v cycleru CFX96 BioRad Real-time PCR system. TRAP byla
provadéna 60minutovou inkubaci pifi 30 °C a nasledovala PCR o 35 cyklech (30 s pii 95 °C
a 90 s pti 60 °C). Jednotlivé vzorky byly vyhodnocovany v duplikatech.

Pro vylouceni ovlivnéni reakce pfipadnymi inhibitory ve vyhodnocovanych vzorcich
byla pfi kvantifikaci zahrnuta vnitini kontrola ITAS (internal telomere assay standard). ITAS
(Generi Biotech, Ceska republika) o velikosti 100-nt obsahovala koncové sekvence pro
primery TS a Bm-CXa. Na reakci jsme pouzili 10-18 mol ITAS. U kazdého vzorku byly
provedeny Ctyii nezavislé experimenty. Relativni aktivitu telomerazy jsem vypocital podle
2Ct (ITAS) / 2Ct (vzorek). Hodnoty prahového cyklu (Ct) byly ziskany pomoci Real-time
PCR z kazdého testovaného vzorku. Vysledky jednotlivych pokusti byly standardizovany
k vysledkiim ziskanych z proteinovych extraktt hlav délnikd, ktefi byli odebrani vzdy z téze

kolonie jako testovani jedinci.

3.6 Statistické vyhodoceni

Statistické vyhodnoceni probihalo v programu GraphPad Prism 7 pomoci jednocestné
ANOVA a Bonferroniho mnohonasobného srovnavaciho testu. Chybové usecky uvedené
Vjednotlivych grafech reprezentuji smérodatné odchylky vypoctené =z alespont tii

testovanych vzorki. Statisticka prikaznost je v grafech znazornéna jako * (P <0,05), ** (P

<0,01), *** (P <0,001) a **** (P <0,0001).

4  Vysledky

Cilem pokust bylo ziskat pfedstavu o relativni aktivité telomerazy u vSech moznych
kast, stadii, ale i v riznych organech P. simplex a ovéfit tak, jestli regulace telomerazy hraje

roli v kastovni diferenciaci termitt a tim také v dlouhovekosti jejich reprodukénich kast.

4.1 Aktivita telomerazy u kolonii vedenych neotenickym vs. primarnim
parem

V prvnim kroku byla mapovana relativni aktivita telomerazy u zastupci jednotlivych

kast, a to v koloniich tvofenych primarnimi reprodukénimi jedinci a v koloniich, u nichz byl

primarni par nahrazen neoteniky. Analyza byla provedena u tfi kolonii S primarnim parem a

tii kolonii s neoteniky, s tim, ze byly vyhodnocovany extrakty hlavy, abdomenti a gonad

(Obr. 3). Srovnani telomerazové aktivity mezi délniky a vojaky nevykazalo statisticky

prukazny rozdil. AvSak jak u primarnich, tak neotenickych kolonii lze, ve srovnani s
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hodnotami telomerazové aktivity délnikli, pozorovat mnohonasobné nértsty telomerazové
aktivity u reprodukénich jedinct. U primarnich jedinct se jednalo 018nasobny (P=0,0042) a
40nasobny (P=0,0196) narust v hlavé a abdomenu kraloven a 50nasobny (P=0,0045) narast
v abdomenu krale (rozdil v hlavé krale nebyl statisticky prtkazny). Dramaticky narast
telomerazové aktivity byl pozorovan také u hlav neoteniku, kde se jednalo o 6nasobny nartst
u krali (P=0,0039) a 12nasobny nartst u kraloven (P <0,0001). V abdomenu byl nardst
13nasobny u kralt (P <0,0001) a 8nasobny u kraloven, P <0,0001).

Hodnoty telomerazové aktivity v abdomenech reprodukénich jedincia se jevily vyssi
nez v jejich hlavach, nicméné v tomto ohledu byl statisticky prikazny rozdil zaznamenan
pouze u neotenickych kralti (6nasobny nartst, P <0,001). Srovnatelné hodnoty byly nalezeny
mezi ovariemi a abdomenem kraloven, naproti tomu, hodnoty v testes vykazaly podobné
hodnoty jako hlava krali. Tedy, aktivita telomerazy v testes byla vyrazné niz$i nez
Vv ovariich, a to jak u primarnich (10nasobny rozdil ovSem bez statistické prikaznosti), tak

neotenickych jedinct (2,5nasobny rozdil, P <0,0001).

Rozdily byly pozorovany taktéz pfi srovnani primarnich a neotenickych kolonii u
pohlavnich kast. Primérni jedinci oproti neotenickym vykézali mnohem vyssi hladiny
telomerazové aktivity (3nasobny rozdil v ovariich, P=0,0018) a 3nasobny rozdil v abdomenu

u krala, P <0,0001).
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Obr. 3. Srovnani telomerazové aktivity mezi primarni a sekundarni kolonii. A. Primarni kolonie. B.

Relativni aktivita telomerazy

o
L

Sekundarni kolonie. Hodnoty relativni telomerazové aktivity byly hodnoceny v hlavé, abdomenu a gonadach

jedinct raznych kast.
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4.2 Aktivita telomerazy u larev

Vzhledem Krozdilim v hladin¢ telomerazové aktivity zaznamenanym mezi
jednotlivymi kastami primérnich i neotenickych kolonii, bylo pfikro¢eno k vyhodnoceni
aktivity telomerazy v nediferencovanych, tj. vyvojové nedospélych jedincich. V tomto
pokusu byla hodnocena embrya, celé larvy a pak hlava a abdomen larvalnich stadii L1-L3 ve

srovnani s délnikem (pseudergatem).

Srovnanim aktivity telomerazy u embryi a larvalnich stadii (Obr. 4) 1ze pozorovat, ze
aktivita telomerazy postupné klesa. Nejvyssi aktivita telomerazy byla tedy zaznamenana u
embryi, U nichZ byla hodnota telomerazy napf. 50x vys$8i nez u hlav délnika (P <0,0001),
zhruba 2x vyssi nez v celych larvach L1 (P <0,0001) a L2 (P <0,0001) a dokonce 5x vyssi
nez v celych larvach L3 (P <0,0001). Nejvyssi pokles aktivity byl pozorovan pti vyvoji
z embrya v larvu a pfi svleku do L3. Pfi porovnani hladin telomerazy u larev a jednotlivych
kast vidime, Ze aktivita telomerazy je u larev mnohondsobné vyssi nez délnikil a vojaki,

nicméng je srovnatelna se somatickymi organy reprodukénich jedinct.
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Obr. 4. Aktivita telomerazy p¥i vyvoji larev. Aktivita telomerazy u larvéalnich stadii a embryi, pro srovnani

ptidan délnik. Testovany byly celé larvy, hlava a abdomen.
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Souhrnné, provedené experimenty naznacuji markantni rozdil v regulaci
telomerazové aktivity mezi reprodukénimi a nereprodukénimi kastami. Pt vyvoji
nereprodukcnich kast dochazi k postupnému utlumovani telomerazové aktivity, naproti
tomu, u dospélych jedinci reprodukénich kast se zda, ze jejich telomerazova aktivita je
sjejich v€kem zesilena. K ovéfeni téchto vysledki byla proto v dal§im experimentu

testovana telomerazova aktivita u riznych vékovych kategorii neoteniku.

4.3 Aktivita telomerazy u neotenikii riizného stari

Neotenicti samci a samice byli odebirani a testovani ve véku 3, 10, 30, 60, 90 dni a
star§i nez 1 rok. Byla vyhodnocovana hlava, abdomen a ve véku od 60 dni taktéZ i gonady,
které jsou od tohoto véku pro analyzu jiz dostatecné vyvinuté. Paralelné s neotenickymi

jedinci byli vyhodnocovani i délnici (Obr. 5).

Konzistentné s predchozimi pokusy bylo i zde pozorovano, zZe u neoteniklt dochazi ve
srovnani s délniky k nardstu aktivity telomerazy, a to s vyjimkou neotenikd starych 60 dni,
kde byl u obou pohlavi pozorovan pokles telomerazy jak v hlave, tak i abdomenu. Pro obé
pohlavi neotenikli je charakteristické vyznamné posileni telomerazové aktivity u jedinct
starSich jednoho roku. V porovnani s délniky je zde u krali pozorovan 15nasobny nartst
v hlavé (P <0,0001), 44nasobny narist v abdomenu (P <0,0001), u kraloven potom
11nasobny narist v hlavé (P <0,0001) a 21nasobny nartst v abdomenu (P <0,0001).
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Obr. 5. Aktivita telomerazy u riizného stari neotenikii. Vyhodnocovani byli neoteniéti samci (A) a samice

(B), pro srovnani byl také testovan délnik. Testovana byla hlava, abdomen a gonady.
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4.4 Aktivita telomerazy U vojaka ruzného stari

Z ptedchoziho pokusu je ziejmé, ze aktivita telomerazy u neoteniku celkové narusta s
jejich stafim V ramci termindlniho vyvojového stadia. Dal§im cilem bylo proto objasnéni,
jestli nartsty telomerazové aktivity spojené Sveékem jedince jsou zalezitosti pouze
reproduk¢nich jedincii, ¢i naopak podobné lze nartsty telomerazy pozorovat i u jedinct
nereprodukc¢nich, ktefi jsou v termindlnim instaru vyvoje. Jako vhodna kasta pro tento test
byla vybrana kasta vojaki spolecné¢ se stddiem tzv. bilého vojaka, které vyvoji vojaka
ptedchazi. Vyhodnocovani byli bili vojaci, vojaci v den svleku, jeden den a 8 dni po svleku a
ve staii 70 dni. Pti srovnani relativni aktivity telomerazy pti vyvoji vojaka (Obr. 6) lze vidét
vyznamny narist telomerazy u bilého vojaka. Vzhledem k paralelné testovanym délniktim
byl narust telomerazy 3nasobny v hlavé (P=0,0011) a v abdomenu (P=0,007). Ovsem, v
nasledujicim vyvoji byla u vojaka telomerazova aktivita snizena na Groveil pozorovanou u
délnikt, s tim, ze u vojakt dochdzi v prubehu véku nedochazelo ke statisticky vyznamnym

zménam.
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Obr. 6. Aktivita telomerazy u rizného stafi vojakia. Méten abdomen a hlava bilych vojakt a plné
vyvinutych riizné starych vojaka ( -1 den, 0 dni — ihned po svleku, 8 dni a 70 dni). Pro srovnani opét ptidan

délnik.
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4.5 Aktivita telomerazy v jednotlivych organech

Pro detailnéjsi analyzu telomerazové aktivity byly v dalSich experimentech
hodnoceny jednotlivé organy neotenikd, a to starych deset dni ¢i starSich jednoho roku a
paraleln¢ byly stejné organy testovany i u délnikd. Méteni bylo provadéno v aorté, mozku,
mandibularnich Zlazach, hlavové kapsuli (tj. hlavy bez mozku a mandibularnich 714z),

pokozce, stievni trubici, nervové pasce, tukovém télese a v gonadach (Obr. 7).

Dé€lnici a mladi reprodukéni jedinci vykazali ve vSech testovanych orgéanech,
srovnatelnou telomerazovou aktivitu. Telomerazova aktivita zde byla relativné nizka, napt. u
aorty d¢lnika zhruba 100krat (P=0,0028) nizsi nez u ovarii staré neotenické kralovny
(Obr.8). Statisticky vyznamny narGst aktivity telomerazy byl zaznamenan u starych krala v
hlavové kapsuli (7nasobny, P=0,0266), neuralni list¢ (25nasobny, P=0,0041) a tukovém
télese (8nasobné, P=0,0382). U starych kraloven byl tento narist zaznamenan ve stievni
trubici (2,5nasobny, P=0,0262) a ovariich (10nasobny, P=0,0383). K vyznamnému nartistu

telomerazy v pribéhu véku doslo u ovarii (9nasobny rozdil, P=0,0383).
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Obr. 7. Aktivita telomerazy v testovanych organech. Aktivita byla vyhodnocovana u délnikii, neotenickych
kraloven a kralt ve stafi 10 dni a jedinct starSich nez 1 rok. Relativni aktivita telomerazy byla testovana v
aorté, mozku, schrance hlavy (bez mozku), mandibularnich zlazach, stfevni trubici, pokozce, neuralni liste,

tukovém télese a v gonadach.
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5 Diskuze

V predlozené magisterské praci byla zmapovéana aktivita telomerazy u termita P.
simplex, ktery se fadi mezi niz$i termity. Jedna se o jednu z prvnich praci, ktera sleduje
aktivitu telomerazy u socialniho hmyzu; piedchozi studie se zabyvaly v¢elou medonosnou
(Korandova and Frydrychova 2016) a mravenci (Jemielity et al. 2007), a toto je viibec prvni

prace, ktera se zabyva termity.

Na zakladé Cetnych studii u obratlovc (Prowse and Greider 1995, Wright et al. 1996,
Bernardes de Jesus et al. 2012), bezobratlych (P. americana ¢i A. mellifera) (Korandova et
al. 2014, Korandova and Frydrychova 2016), ale i rostlin (Fajkus et al. 1996) existuje
piedpoklad, Ze aktivita telomerazy je obecné vysoka na po¢atku vyvoje jedince, a to zejména
Vraném embryondlnim stadiu, a Ze s vyvojem jedince je telomerdza postupné tlumena.
Taktéz se obecné piedpoklada korelace telomerazové aktivity s buné¢nou proliferaci (Wright
et al. 1996, Flores et al. 2006, 2008, Saretzki 2009), takze napt. u ¢lovéka bylo detailné
ukazano, ze telomerazova aktivita je U dospélych jedinci omezena na bunky pravé
s relativné vysokou proliferaéni kapacitou, jako jsou buniky kmenové ¢i zarodeéné (Flores et
al. 2006). A kone¢né je rovnéz piedpokladano, Ze aktivita telomerazy je tlumena S vékem
jedince a ze nedostate¢na aktivita telomerazy v proliferaéné aktivnich bunkach dospélého
organismu je jednim z vyznamnych urychlovacét procesu starnuti (Harley and Villeponteau
1995, Saretzki 2009).

Vzhledem k uvedenym piedpokladiim lze na vysledky této magisterské prace pohlizet
ze dvou aspekt. Prvnim aspektem je kasta déIniku, u nichz ziskané vysledky vérné odrazeji
obecné charakteristiky telomerazové aktivity, tedy jeji vysoké hodnoty v embryondlnim
stadiu a postupny uUtlum v pribéhu vyvoje a staii jedince, obdobné jak bylo pozorovano
v piedchazejici studii u blizce pfibuzného Svaba P. americana (Korandova et al. 2014).
Druhym aspektem jsou dlouhovéci reprodukéni jedinci, ktefi naopak svou telomerazovou
aktivitou vybocuji z obecného trendu, kdyz ukazuji, ze jsou ,,schopni* aktivitu telomerazy
zesilovat, a to nejen v pribéhu svého vyvoje, ale taktéz i v ramci svého dospélého veku.
Spravnost nasi pracovni hypotézy, ze regulace kastovni diferenciace a tim i rozdily v délce
zivota P. simplex jsou korelovany s aktivitou telomerazy, je utvrzena srovnanim
reprodukénich a nereprodukénich jedinct v jejich telomerazovych aktivitach, ale taktéz i
srovnanim P. simplex sblizce pfibuznym S$vabem P. americana, tedy taktéz

hemimetabolnim, nicméné solitérnim hmyzem.
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Lze spekulovat o tom, co stoji za odliSnou regulaci telomerdzy mezi reprodukéni a
nereproduk¢ni kastou. Ur€ité voditko muze poskytnout véela medonosnd, coz je sice
holometabolni hmyz a lze tedy u ni vzhledem k P. simplex pfedpokladat zna¢né odliSnosti
Vv bunééné proliferaci v prubéhu vyvoje, ale U niz na =zakladé publikovanych i
nepublikovanych vysledkli (Korandova and Frydrychova 2016, nepublikovand data nasi
laboratofe) bylo prokazano, ze aktivita telomerazy je zvySena jak u kralovny, tak i u
dlouhoveéké zimni generace délnic a tedy, ze aktivita telomerazy je spjata s kastovni
diferenciaci vcéely a s rozdily v délce Zzivota. Kastovni diferenciace vcely, vékovy
polyetismus a regulace délky zivota v€ely medonosné jsou intenzivné studovanymi tématy, a
to zejména sohledem na endokrinni regulaci a pulsobeni vcelich feromontu jako
komunika¢nich signali ve véelstvu (Pankiw et al. 1998, Slessor et al. 2005, Smedal et al.
2009, Korandova and Frydrychova 2016). Bylo prokdzano, ze feromon vceliho plodu u
délnic urychluje proces starnuti, naproti tomu feromon vcéeli matky starnuti délnic oddaluje
(Smedal et al. 2009) a tedy, ze proces starnuti délnic ve vcelstvu je z valné ¢asti zavisly na
velikosti veelstva a jeho socidlnich potfebach. Lze se tedy ptat, jestli obdobné jak u vcel, tak
1 u termitd, vzhledem kjejich pfisnému socidlnimu zfizeni, je telomerdaza a tim i

dlouhovékost fizena feromonalné, a to s ohledem na momentalni potfeby jejich spolecenstvi.

Dalsi otazkou, ke které naSe data pfirozené vybizeji, je, zda je telomerazovy nartst u
reproduk¢nich jedinch zpisoben zvySenou prolifera¢ni aktivitou testovanych tkani. Nicméné
nartst aktivity telomerdzy byl pozorovan u tkani, které jsou u hmyzu obecné proliferaéné
neaktivni, jako je napf. tukové téleso. Protoze nartst aktivity telomerazy byl v nasi laboratoti
pozorovan i v tukovém télese kraloven vcel, tak i ¢meldka (nepublikovana data), dalo by se
spekulovat o tom, Ze u reprodukénich jedincti se napt. praveé v tukovém télese miize nachazet
velké mnoZstvi kmenovych bungk, jejichz prolifera¢ni aktivita, a tim 1 telomerazova aktivita,
ptispiva k renovaci tkanovych struktur. OvSem eventualita, ze by nartsty telomerazové
aktivity reprodukénich jedincti byly vazany na zvySenou bunécnou proliferaci, byla zatim
pfedbézné vyloucena probihajici experimenty v naSi laboratofi, V nichz je ve vybranych
tkanich P. simplex vizualizovana bunécna proliferace pomoci bromdeoxyuridinu. Lze tedy
spekulovat o n&jaké jiné, netelomerické funkci telomerazy. Ackoliv se jevi, Ze krom¢ udrzby
telomerické délky, ma telomeraza i dalsi funkce, jako je napf. regulace transkripce nebo
regulace apoptozy, detailnich poznatkti je v tomto ohledu poskrovnu. K vyznamnéjsimu
zjisténi ale patii, ze telomeraza tlumi produkci volnych kyslikovych radikalt pii procesu

oxidativni fosforylace v mitochondriich a tedy, Ze pfispiva ke snizovani hladiny oxidaéniho
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stresu v organismu (Saretzki 2009). A je to pravé aspekt oxida¢niho stresu a antioxidacni
ochrany, ktery je Casto zminovan nejen v souvislosti s projevy starnuti (Mittler 2002) ale
taktéz, vinou zesilenych metabolickych procest, S reprodukci organismu (Tasaki et al.
2017). Souhrnn¢ se tedy miZzeme ptat — co je pii¢inou zesilené telomerazové aktivity u
reprodukénich jedinci? MiiZe to byt u nich tolik potfebna ochrana viici volnym kyslikovym
radikalim? Kladna odpovéd’ na tuto otazku by mohla rozlustit dosud tolik zahadny nesoulad

socialniho hmyzu k fenoménu ,,cost of reproduction®.

6 Zavér

Zavérem lze konstatovat, ze se vramci této magisterské prace podafilo zjistit, ze
telomerazova aktivita u P. simplex je posilovana v reprodukénich jedincich, a tedy, ze je
spjata s kastovni diferenciaci tohoto druhu. Mechanismus propojeni telomerazy s kastovni

diferenciaci P. simplex bude dale podrobnéji studovan.
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