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Uvedeni problému a cil metodiky

VCely patfi mezi vyznamné opylovatele planych rostlin i mnoha zemédélskych
plodin a poskytuji tak nedocenitelné ekosystémové sluzby. V poslednich letech se
ale setkavame s kritickou situaci jak u v€éely medonosné tak i u dalSich opylovateld,
jejichz populace se v EU i ve svété zmenSuje. Tento problém je ale mnohem
vyhynuti a snizeni rozmanitosti vSech druhl volné Zijicich hmyzich opylovatell v
Evropé. To predstavuje zavazny ddvod k obavam, protoze opylovatelé jsou
nedilnou soucasti zdravych ekosystému a jejich ubytek mize pak mit zavazné nejen
ekologické, ale i socialni a ekonomické dusledky. Odhaduje se totiz, ze 5-8 %
soucCasné celosvetové rostlinné produkce je pfimo zavislé na opylovatelich a jen v
EU zavisi na opylovatelich pfiblizné 84 % druhd plodin a 78 % druhd plané
rostoucich rostlin (Potts et al. 2010; Michener 2013; McMenamin 2018).

V souCasné dobé je znaCna pozornost vénovana nejen studiu biologie vCely
(a dalSich opylovatell) a jeji roli v ekosystému, ale zejména studiu stresovych
faktoru, které na v€elstvo pusobi. Mezi tyto stresory patfi napf. zmény vyvolavané
klimatickou zménou a intenzivni zemédélskou vyrobou, ztrata pfirozeného habitatu,
nedostateéna vyziva, tlak paraziti a patogennich mikroorganismu, vystaveni
véelstev pusobeni pesticidi (Steinhauer et al. 2018). Rada studii poukazuje i na
vyznam stfevniho mikrobiomu a mikroorganismu pfitomnych v pfirozeném prostredi
vCel, potravé a vcelich produktech (Evans a Lopez 2004; Paludo et al. 2018).
Stifevni mikrobiom hraje zfejmé nejen zasadni roli v ochrané veely pfed patogennimi
mikroorganismy (Vasquez et al 2012), ale také ovliviiuje expresi antimikrobialnich
peptidu, které jsou kliCovou soucasti vrozené imunity v€el (Kwong et al. 2017).

Jednim z diskutovanych negativnich vlivi na vCelstva je jednostranna strava a
vyznam pfirodni stravy vCel v€etné vyznamu fytochemikalii. Studie, porovnavajici
vliv medu a cukerné stravy na vitalitu v€elstva, potvrzuji vyznam pfirozené stravy
pro spravnou funkci organismu vcel (Brodschneider a Crailsheim 2010; Evans et al.
2018). Kromé zakladnich Zivin totiz obsahuje pfirodni strava také Sirokou Skalu
rostlinnych latek, fytochemikalii. Fytochemikalie mohou byt toxické, nékteré druhy
hmyzu maji v8ak vyvinuté detoxikacni mechanismy, umoznujici tolerovat tyto latky.
Tolerance a odbouravani nejen fytochemikalii jsou umoznény pfedevsim enzymy,
které zprostfedkovavaji inaktivaci nebo rychlou eliminaci xenobiotik (Wink 2018).
Detoxikace xenobiotik se ale netyka jen problematiky fotochemikalii, ale i
odbouravani pesticidl resp. jejich rezidui. VEely pfi opylovani pfichazeji do styku s
rliznymi druhy insekticidu, fungicidd, a herbicidd, které si pfinaseji do ulu, inkorporuiji
je do medu, vosku a fermentovaného plastového pylu. Kontaminované produkty
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jsou potravou pro celé vCelstvo a pesticidim jsou tak vystaveny plod, matka i
dospélé délnice s trubci (Steinhauer et al. 2018; Prado et al. 2019). Expozice
pesticidum a jejich rezidui muze vést k okamzitému uhynu zasazené délnice, avsak
vCelstvo je mnohdy dlouhodobé vystaveno tzv. subletalni davce vice druhl pesticidu
a jejich rezidui. Pfi analyze v&elinl bylo identifikovano az 173 rezidui chemickych
latek (Sanchez-Bayo a Goka 2016). Interakce toxinu v koktejlu chemikalii, ktery na
vCelstvo plsobi, mohou vést k synergickému efektu a vySsSi toxicité. Nékteré
fungicidy zvysuji toxicitu xenobiotik narusenim funkce detoxikacnich enzymu vcel
(Johnson 2013; Mao et al. 2017) a mohou redukovat prospésSné mikroorganismy ve
fermentovaném plastovém pylu (Kakumanu et al. 2016; Yoder et al. 2013).

Detoxikace xenobiotik je slozity, enzymy zprostfedkovany proces. Hlavni skupiny
enzymU, které zprostfedkovavaji odbouravani xenobiotik, jsou cytochromy P450,
karboxyl/cholinesterazy,  glutathion-S-transferazy a  transportni  proteiny
(Berenbaum a Johnson 2015; Gong a Diao 2017). Pretteni genomu vcely
medonosné odhalilo znacné redukované mnozstvi detoxikacnich genu ve vSech
fazich detoxikace oproti jinym druhim hmyzu. Zatimco napf. octomilka Drosophila
melanogaster ma ve své genetické vybavé 85 genul kédujicich P450, 38 a 35 genu
pro GST, respektive CCE, vCela medonosna, Apis mellifera je vybavena pouze 46
geny pro P450, 10 pro GTS a 24 pro CCE. Navzdory redukovanému poctu
detoxikacnich genul neni v€ela medonosna obecné vyrazné citlivéjsi k pesticidim v
porovnani s jinymi druhy hmyzu (Liao et al. 2017). Snizena diverzita detoxikacnich
genu, mUze byt spojena s haplodiploidnim systémem vcel, ale také s jejich
socialnim zpusobem zivota, kterym udrzuji stabilni prostfedi uvnitf Ulu a snizuji
dopady environmentalnich stresorl, jako jsou patogeny, paraziti a xenobiotika
(Claudianos et al. 2006). Ve v&elstvu mohou byt rozliSeny detoxikaéni mechanismy
na urovni jedince, jak bylo popsano vyse, a na urovni celého vcelstva, podobné jako
u imunitni reakce. DetoxikaCni mechanismy v€elstva zahrnuji soubor chovani, jako
je vyuzivani Siroké skaly rostlinnych druht ke sbéru potravy nebo michani pylu s
nektarem. Zpracovani nektaru a pylu zahrnuje enzymatické procesy snizujici
koncentraci toxinu, a byva proto oznacovano jako nulta faze detoxikacniho procesu
(Berenbaum a Johnson 2015).

Cilem metodiky je uvést presny metodicky navod pro odbér
vzorkd, izolaci RNA a provedeni RT-qPCR analyzy a vyhodnoceni
miry genové exprese u genu pro cytochromy P450 u vcely
medonosné.
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Vlastni popis metodiky
Uvod

Klicovymi enzymy, které se podileji na odbouravani xenobiotik, jsou cytochromy
P450. Cytochromy P450 jsou enzymy se Sirokou substratovou specifitou, podilejici
se na metabolismu pfirodnich i syntetickych toxinG vétSiny aerobnich organismu
(Scott 2008). U hmyzu je popsano asi 200 rdznych cytochromi P450, které jsou
zarazeny do sedmi rodin CYP (Cytochrom P450), oznaCenych arabskymi Cislicemi
a podrodin, oznacenych velkymi pismeny. NejvySSi aktivita je obvykle v
mesenteronu, tukovych téliskach a malpighickych trubicich. Mira exprese se muze
liSit v pribéhu Zivota, obvykle ji nelze detekovat ve vaji¢kach a kuklach, v larvalnim
stadiu stoupa a klesa v kazdém instaru, je nizka po vylihnuti a zvySuje se v pribéhu
Zivota.

Odhaduje se, ze asi tfetina popsanych cytochromd P450 se podili na metabolismu
xenobiotik (Vannette et al. 2015; Mao et al. 2015). U vcel zprostfedkovavaji
predevSim detoxikaci flavonoidl, akaricidi (tau-fluvanilatu, kumafosu a
fenproximatu), pyrethroidd, organofosfatu, insekticidd na bazi neonikotinoidu a
mykotoxint hub rodu Aspergillus (aflatoxin B1 a ochratoxin), které se v ulu, spolu s
dalSimi zastupci, napf. z rodu Penicillium, bézné vyskytuji (Niu et al. 2011; Foley et
al. 2014). ZvysSena exprese genu pro cytochromy P450 je jednim z mechanismu
rezistence vUCi insekticidim, napf. geny rodin CYP4 a CYP6 jsou spojeny s
rezistenci k DDT, pyrethroidim a neonikotinoidim (Scott et al. 1998). Vcela
medonosna ma v genomu pouze 4 geny z rodiny CYP4. Zcela pak chybi rodina
CYP12. V pribéhu evoluce ovéem doslo k adaptivni radiaci genovymi duplikacemi
v rodinach CYP6 a CYP9, coz vedlo k oddéleni druht A. mellifera a A. cerana od
ostatnich druh(, resp. podrodl véel (A. florea, A. dorsata, A. laboriosa). Témito
mechanismy doslo k rozvoji hormonalnich a chemosenzorickych procesu spojenych
s vysokym stupném jejich eusociality (Claudianos et al. 2006).

Rychly rozvoj metod molekularni biologie pfinesl i zna¢né rozSifeni spektra technik
a jejich aplikaci. Jednou z vyznamnych aplikaci je moznost hodnoceni exprese

studovanych genl a posouzeni zmén v expresi vyvolanych vnéjSimi podnéty a
zasahy.

Princip analyzy exprese zajmovych genua spociva v izolaci celkové RNA, purifikaci
MRNA a prepisu mRNA na cDNA. Templaty cDNA jsou pak kvantifikovany pomoci
techniky RT-PCR (qPCR). Kvantifikace je provadéna v relaci ke gentim, které maji
stalou, jednotkovou, expresi. Na zakladé vysledku analyzy exprese je pak mozné
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posoudit, zda je zajmovy gen za danych experimentalnich podminek up nebo down-
regulovan a jaka je jeho odezva na tento podnét. Analyza exprese patfi ke
dodrzet spravné postupy jak pfi odbéru a manipulaci se vzorky, tak i postupy vlastni
molekularni analyzy.

Postup hodnoceni genové exprese u genu pro cytochromy
P450

Odbér vzorku:

Vzorky vCel a larev jsou odebirané pfimo v ulu na vcelnici a musi byt okamzité
hluboce zamraZeny v kapalném dusiku. Rovnéz pfi pfevozu do laboratofe musi byt
vzorky uchovavany v kapalném dusiku. Vzorky jsou skladovany v -80 °C az do
izolace RNA. Vzorek je pFedstavovan cca 5-10 vc€elami/larvami a v ramci
experimentu jsou analyzovana 3 biologicka opakovani.

Izolace RNA a syntéza cDNA:

Pro ziskani nerozkolisanych dat je potfebné RNA izolovat v podobé bulku ze vSech
vCel odebranych do jednoho vzorku a izolace provadét ze 3 biologickych opakovani.

Izolace RNA (celkova RNA) probiha podle modifikovaného protokolu pro TRIzol
(MRC). Podrobny postup izolace RNA:
e Vzorky vCel homogenizovat v tfeci misce s kapalnym dusikem. Mékké tkané
musi byt kompletné rozdrceny.
e Ke 100 mg homogenatu pfidat 1 ml roztoku TRI Reagent pfedehratého na
60°C, zvortexovat.
e Inkubovat 5 minut vpokojové teploté, pfidat 200 ul chloroformu, Ffadné
promichavat po dobu 15 s.
¢ Inkubovat pfi pokojoveé teploté 3 minuty.
e Centrifugovat pfi 14 000 rpm / 15 minut, pfi 4°C.
e Odebrat horni vodnou fazi do nové zkumavky a pfidat 500 pl isopropanolu,
nékolikrat prevratit (promichat).
¢ Inkubovat 10 minut v pokojové teploté.
e Centrifugovat pfi 14 000 rpm / 10 minut, pfi 4°C.
e Odstranit supernatant a pfidat 1 ml 75% etanolu, zvortexovat.
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e Centrifugovat pfi 14 000 rpm / 5 minut, pfi 4°C.

e QOdstranit supernatant a vysusit pelet pfi pokojové teploté.

e Rozpustit ve 100 ul DEPC vody pfi 60°C 10 minut, pfidat inhibitor RNaz,
skladovat pfi -80°C.

e Ziskanou RNA je dale potifeba precistit a zbavit zbytkové DNA (napf. pomoci
komeréniho kitu Ambion’s DNA-freeTMKit podle doporuceni vyrobce).
Vzorky RNA jsou uchovavany v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80°C.

PFi provadéni expresnich analyz se klade dliraz na Cistotu a stejnou koncentraci
RNA u v8ech analyzovanych vzorkd. Pomoci spektrofotometru Biospec Nano
(Shimadzu) je na zakladé absorbance pfi 260nm (OD260) stanovena koncentrace
a zaroven je odvozena i kvalita (OD260/280 a OD260/230) ziskané RNA, ktera je
nasledné nafedéna na jednotnou koncentraci 100 ng/pl.

Syntéza cDNA probiha pomoci komercniho kitu Standart Reverse Transcription
System (Promega) postupem doporuCenym vyrobcem s pouZitim oligo(dT)15
primeru a cDNA je skladovana pfi -20°C.

RT-qPCR - Kvantitativni PCR (qPCR) a vyhodnoceni
miry genové exprese:

Primery pro studované geny jsou navrhovany v programu Primer 3 (Whitehead
Institute for Biomedical Research) a Geneious (Biomatters ApS). Jejich specificita
je dale testovana pomoci programu Geneious (Biomatters ApS) a Vector NTI
(Thermo Fisher Scientific) a BLAST (NCBI). Sekvence primer( pouzitych pro RT-
gPCR jsou uvedeny v tabulce 1. Primery jsou nafedény na jednotnou koncentraci
100 pmol/ul.

RT-gPCR je zaloZena na konceptu Ct hodnoty (Ct = cycle of treshold, cyklus prahu).
Ct hodnota odpovida cyklu, kdy dochazi k narlstu fluorescence nad prah pozadi,
které se v reakci vyskytuje. Cislo tohoto cyklu je zaznamenano a déle vyuzivano
jako Ct hodnota. V idedlnim pfipadé je ucinnost PCR reakce 100% a rozdil v
koncentraci templatové DNA nanesené do reakce u srovnavanych vzorkl Ize
vyhodnotit jako rozdil v Ct hodnotach.
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RT-gPCR je provedena s pouzitim master mixu Power SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) na pfistroji QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) v 96-jamkové desti¢ce za podminek doporucenych vyrobcem
a to ve tfech technickych opakovanich pro kazdy vzorek.

Pro urCeni miry genové exprese je pro ucCely této metodiky pouzita relativni
kvantifikace. V tomto pfipadé se zjiStuji zmény v mnozstvi mRNA (resp. cDNA)
testovaného genu v porovnani s kontrolou (kalibrator). Ct hodnoty amplifikacni
kfivky cilového genu jsou pak normalizovany k Ct hodnotam referenéniho genu,
ktery ma stalou uroven genoveé exprese ve vSech typech pozorovanych vzorka. Jako
referenéni gen je pouzit gen Am_Rp49.

Pro vypocet relativni kvantifikace je pouzita komparativni metoda delta-delta
(222 bez korekce efektivity (Livak, Schmittgen, 2001). Metoda delta-delta
predpoklada, ze cilovy a referenéni gen jsou amplifikovany se stejnou €i podobnou
efektivitou, blizkou 100 %.

Nejdfive je potieba normalizovat Ct testovaného genu ke genu referenénimu, coz
plati pro vzorek i pro kalibrator, a to podle nasledujiciho vzorce:

ACt (vzorek) = Ct (cilovy gen) — Ct (referencni gen)
ACt (kalibrator) = Ct (cilovy gen) — Ct (referencni gen)

Poté se normalizuje ACt testovaného genu k ACt kalibratoru podle vzorce:

AACt = ACt (vzorek) — ACt (kalibrator)

Poslednim krokem je vypocet normalizovaného expresniho pomeéru:

2 -A4Ct = normalizovany expresni pomér

Vysledkem je pomér cilového genu testovaného vzorku a kalibratoru (kontroly),
normalizovaného k expresi referenéniho genu. Tato hodnota urCuje relativni
mnozstvi cilové molekuly v porovnani s kalibratorem (kontrolou) a vyjadfuje kolikrat

je exprese studovaného genu v analyzovaném vzorku (varianté) vysSi nez
v kontrole.
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Tabulka 1: Sekvence primert pouzitych pro RT-qPCR.

Gen Sekvence primeru 5°-3° Reference

Geny pro cytochromy:

CYPOQ1 F: TCGAGAAGTTTTTCCACCG Mao et al.
R: CTCTTTCCTCCTCGATTG 2011
CYP9Q2 F: GATTATCGCCTATTATTACTG | Mao et al.
R: GTTCTCCTTCCCTCTGAT 2011
CYP9Q3 F: GTTCCGGGAAAATGACTAC Mao et al.
R: GGTCAAAATGGTGGTGAC 2011
CYPAGT F: AATGCGAGAAGTGTCGTCGA | Calla et al.

R: AGCGGTTTCCAGAAGGATGT 2018

Referenéni gen:

Ribosomal protein 49 | F: CGTCATATGTTGCCAACTGGT | Tesovnik et
Am_Rp49 R: TTGAGCACGTTCAACAATGG al. 2017

Slozeni qPCR reakce:
e 2x Power SYBR® Green PCR Master Mix
e 1 uM forward a reverse primeru
e 100 ng cDNA

Schéma pipetovani:
e 5 pl Master Mix
e 2 ulPCR vody
e 1 pyl kazdého primeru
e 1 ul cDNA (100 ng/ul)

Teplotni profil reakce:
e pocatecni denaturace 10 min 95°C
e 40 cykKlu:
155 95°C
1 min 60°C
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Priklady vystupi RT-PCR analyzy:
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Obr. 1: Amplifika¢ni kfivka genu pro CYP9Q1.

Experimentalni skupiny véel v klickovém experimentu krmené cukernym roztokem a cukernym
roztokem s aditivy:

C1 — cukerny roztok;

F1 — cukerny roztok + imunostimulacni latky;

FTH — cukerny roztok + vysoka davka thiaclopridu + imunostimulacni latky;

FTL — cukerny roztok + nizka davka thiaclopridu + imunostimulacni latky;

TL — cukerny roztok + nizka davka thiaclopridu.

NC — negativni kontrola.
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Obr. 2: Krivka tani produktu amplifikace genu CYP9Q1.

Experimentalni skupiny vcel v klickovém experimentu krmené cukernym roztokem a cukernym
roztokem s aditivy:

C1 — cukerny roztok;

F1 — cukerny roztok + imunostimulacni latky;

FTH — cukerny roztok + vysoka davka thiaclopridu + imunostimulacni latky;
FTL — cukerny roztok + nizk& davka thiaclopridu + imunostimulacni latky;
TL — cukerny roztok + nizké davka thiaclopridu.

NC — negativni kontrola.

10



Curn V. a kol. (2021): Metodicky postup detekce exprese specifickych genti vyznamnych
pro detoxifikaci xenobiotickych latek u vcel

Amplification Plot

3.25 1
3.00 1
2.75 1
250 1
2.25 1
2.00 1

1.75 1

ARN

1.50 1
1.25 1
1.00 1
0.75 1
0.50 1

025 L:243715

0.00

-0.25

2 4 @6 &8 1 12 ¥ 1w 18 20 2 2 B 28 W X ¥ B B 4
Cycle
Legend

Hcib lria lrib [rFHia FrHib [lFiia lFriab line -
=@

Bruia Wb -

Obr. 3: Amplifika¢ni kfivka genu pro CYP9Q2.

Experimentalni skupiny véel v klickovém experimentu krmené cukernym roztokem a cukernym
roztokem s aditivy:

C1 — cukerny roztok;

F1 — cukerny roztok + imunostimulacni latky;

FTH — cukerny roztok + vysoka davka thiaclopridu + imunostimulacni latky;

FTL — cukerny roztok + nizka davka thiaclopridu + imunostimulacni latky;

TL — cukerny roztok + nizka davka thiaclopridu.

NC — negativni kontrola.
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Obr. 4: Krivka tani produktu amplifikace genu CYP9Q2.

Experimentalni skupiny véel v klickovém experimentu krmené cukernym roztokem a cukernym
roztokem s aditivy:

C1 — cukerny roztok;

F1 — cukerny roztok + imunostimulaéni latky;

FTH — cukerny roztok + vysoka davka thiaclopridu + imunostimulaéni latky;

FTL — cukerny roztok + nizka davka thiaclopridu + imunostimulaéni latky;

TL — cukerny roztok + nizka davka thiaclopridu.

NC — negativni kontrola.
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Pouzité pristroje a pomucky:

¢ chladici box a termoska na kapalny dusik
e hlubokomrazici box -80°C

e porcelanova tfeci miska

e centrifuga s moznosti chlazeni

e centrifuga na PCR desticky

e sada automatickych pipet

e vortex

o tfepaci termoblok

e termostat

e analytické vahy

e pH metr
e mrazak -20°C
e digestof

e nanospektrofotometr
o optické PCR desticky a kryci folie
e Real-time PCR termocykler

Chemikalie:

e kapalny dusik

e TRI reagent

e chloroform

e isopropanol

e ethanol 75%

e DEPC voda

e inhibitor RNaz

e kit na purifikaci RNA

e kit na odstranéni DNA ze vzorku RNA
e kit pro syntézu cDNA

e master mix pro RT-PCR s interkalaénim barvivem (SYBR® Green)
e primery

e PCRvoda
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Srovnani novosti postupu

Predkladanou metodiku s nazvem “Metodicky postup detekce exprese specifickych
genu vyznamnych pro detoxifikaci xenobiotickych latek u v&el“ Ize hodnotit jako
novou metodiku, nebot’ v souCasné dobé neni k dispozici ucelena metodika pro
hodnoceni miry genové exprese u genu pro cytochromy P450 u vc€el. Dosud
dostupné informace jsou jen dil¢i a rozptylené ve védeckych publikacich a
monografiich, které se zabyvaji problematikou studia genomu vcéely a funkci
detoxikacnich enzym vcel (napf. Mao et al. 2011; Berenbaum a Johnson 2015;
Gong a Diao 2017; Liao et al. 2017). Komplexni metodicky postup k dispozici neni.

Analyza genové exprese je moderni metodicky pristup umoznujici studium funkce
studovanych genul v zavislosti na vné&jSim podmétu/stresu a tento pfistup ma na
jedné strané obrovsky potencial vyuziti, avSak na strané druhé i své limity. Potencial
vyuziti Ize pravé spatfovat v moznosti velmi precizniho studia aktivity studovanych
genu v riznych podminkach. Limity pak predstavuje naro¢nost techniky a zna¢né
pozadavky na pfistrojové vybaveni, design a organizaci experimentu, dodrzeni
vSech metodickych postupt a i zkuSenost s vlastnim provedenim RT-gPCR analyzy
a jejim vyhodnocenim.

Predkladana metodika pak popisuje vSechny kroky analyzy od odbéru vzorku, pfes
izolaci RNA po vlastni RT-gPCR analyzu tak, aby bylo dosazeno optimalniho
vysledku.

Popis uplatnéni metodiky

Vyuziti metodiky pro detekci exprese specifickych genl vyznamnych pro
detoxifikaci xenobiotickych latek u vCel je mozné v laboratofich, které se zabyvaji
molekularné-biologickymi analyzami. Metodika v prvni Casti zahrnuje teoreticky
uvod do problematiky. V praktické €asti jsou uvedeny presné protokoly od pFipravy
odbéru materidlu, izolaci RNA po vlastni provedeni RT-gPCR analyzy a
vyhodnoceni genové exprese.

Tato metodika byla vyvinuta a optimalizovana pro pfesnou a spolehlivou detekci
genové exprese cytochroml P450 u véel. Optimalizovany byly metody pro analyzu
4 vcelich cytochromu. A i kdyz jsou techniky molekularni biologie, zejména
molekularni markerovani €i molekularni diagnostika jiz pomérné frekventované
pouzivané, analyza genové exprese je porad technikou vyuzivanou pro vyzkumné
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ucely. Tato metodika pak mize umoznit pfenos znalosti a postupl z akademickych
pracovist do bézného provozu diagnostickych laboratofi.

Uzivatelé metodiky jsou vyzkumna pracovisté, diagnostické molekularni laboratore,
které mohou dle svych laboratornich moznosti vyuzit analyzy genové exprese pro
rozSifeni portfolia svych postupd a sluzeb. Metodika bude uplatnéna
prostfednictvim biotechnologické firmy OncoRa s.r.o. S timto subjektem byla
uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.

Ekonomické aspekty

Molekularni analyzy popisované v této metodice maji znacny ekonomicky vyznam
z pohledu vyznamu vcel jako opylovateld a producenta vcelich produktu.
Nedokonala €i absentujici schopnost detoxifikace xenobiotik se projevuje i jejich
vysSSi toxicitou vedouci k oslabeni &i uhynu vcCelstva. Tato problematika je
samoziejmé daleko komplexnéjsi, vyznamnym faktorem je pestra vyziva vcel,
stresory pusobici na vcelstva, nenaruSeny stfevni mikrobiom a pfitomnost
prospésnych mikroorganismu v pfirozeném prostifedi vCel a potravé.

Pomoci tohoto metodického postupu Ize objektivné vyhodnotit aktivitu
detoxifikaCnich enzymua a predikovat vliv xenobiotik na v&elstvo. Pro provedeni
analyz je potfebné disponovat vybavenou molekularné-biologickou laboratofi, kde
klicovym pfistrojovym vybavenim je real-time termocykler. Naklady na analyzu pak
predstavuiji kity pro izolaci, purifikaci RNA a prepis RNA na cDNA. Pro vlastni RT-
gPCR analyzu jsou potfebné primery a master mix s interkalaénim barvivem.
Typova cena analyzy je pak na urovni 1000 KC. K této cené je nutné zapocitat
naklady na pofizeni pfistrojového vybaveni, odpisy a energie. Pro molekularné
biologickou laboratof uvedeny metodicky postup mulze znamenat zajimavé
rozSifeni portfolia nabizenych sluzeb a ekonomicky pfinos v podobé zisku
z provadénych analyz. V Sir§im kontextu pak monitoring schopnosti detoxifikovat
xenobiotika mlze vést k poukazani na stresory plasobici na v€elstva, jejich eliminaci
Ci omezeni negativniho vlivu a vitalni v€elstva pak mohou poskytovat své
nedocenitelné ekosystémové sluzby.
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